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El presente documento constituye un compromiso entre el estudiante matriculado 
en el Máster en  Ciencias Odontológicas  y su Tutor/es y en el que se fijan las 
funciones de supervisión del citado trabajo de fin de máster (TFM), los derechos y 
obligaciones del estudiante y de su/s profesor/es tutor/es del TFM y en donde se 
especifican el procedimiento de resolución de potenciales conflictos, así como los 
aspectos relativos a los derechos de propiedad intelectual o industrial que se puedan 
generar durante el desarrollo de su TFM. 
 
2. Colaboración mutua 
 
El/los tutor/es del TFM y el autor del mismo, en el ámbito de las funciones que a 
cada uno corresponden, se comprometen a establecer unas condiciones de 
colaboración que permitan la realización de este trabajo y, finalmente, su defensa 
de acuerdo con los procedimientos y los plazos que estén establecidos al respecto 











Los firmantes del presente compromiso declaran conocer la normativa vigente 
reguladora para la realización y defensa de los TFM y aceptan las disposiciones 
contenidas en la misma.  
 
4. Obligaciones del estudiante de Máster 
 
- Elaborar, consensuado con el/los Tutor/es del TFM un cronograma detallado de 
trabajo que abarque el tiempo total de realización del mismo hasta su lectura. 
- Informar regularmente al Tutor/es del TFM de la evolución de su trabajo, los 
problemas que se le planteen durante su desarrollo y los resultados obtenidos. 
- Seguir las indicaciones que, sobre la realización y seguimiento de las actividades 
formativas y la labor de investigación, le hagan su tutor/es del TFM. 
- Velar por el correcto uso de las instalaciones y materiales que se le faciliten por 
parte de la Universidad Complutense con el objeto de llevar a cabo su actividad 
de trabajo, estudio e investigación. 
 
5. Obligaciones del tutor/es del TFM 
 
- Supervisar las actividades formativas que desarrolle el estudiante; así como 
desempeñar todas las funciones que le sean propias, desde el momento de la 
aceptación de la tutorización hasta su defensa pública. 
- Facilitar al estudiante la orientación y el asesoramiento que necesite. 
 
6. Buenas prácticas 
 
El estudiante y el tutor/es del TFM se comprometen a seguir, en todo momento, 
prácticas de trabajo seguras, conforme a la legislación actual, incluida la adopción 
de medidas necesarias en materia de salud, seguridad y prevención de riesgos 
laborales. 
 
También se comprometen a evitar la copia total o parcial no autorizada de una obra 
ajena presentándola como propia tanto en el TFM como en las obras o los 
documentos literarios, científicos o artísticos que se generen como resultado del 
mismo. Para tal, el estudiante firmará la Declaración de No Plagio del ANEXO I, 
que será incluido como primera página de su TFM. 
 
7. Procedimiento de resolución de conflictos académicos 
 
En el caso de producirse algún conflicto derivado del incumplimiento de alguno de 
los extremos a los que se extiende el presente compromiso a lo lardo del desarrollo 





tutor/es, la coordinación del máster buscará una solución consensuada que pueda ser 
aceptada por las partes en conflicto. En ningún caso el estudiante podrá cambiar de 
Tutor directamente sin informar a su antiguo Tutor y sin solicitarlo oficialmente a la 
Coordinación del Máster. 
En el caso de que el conflicto persista se gestionará según lo previsto en el SGIC de 




El estudiante que desarrolla un TFM dentro de un Grupo de Investigación de la 
Universidad Complutense, o en una investigación propia del Tutor, que tenga ya una 
trayectoria demostrada, o utilizando datos de una empresa/organismo o entidad 
ajenos a la Universidad Complutense de Madrid, se compromete a mantener en 
secreto todos los datos e informaciones de carácter confidencial que el Tutor/es del 
TFM o de cualquier otro miembro del equipo investigador en que esté integrado le 
proporcionen así como a emplear la información obtenida, exclusivamente, en la 
realización de su TFM. 
Asimismo, el estudiante no revelará ni transferirá a terceros, ni siquiera en los casos 
de cambio en la tutela del TFM, información del trabajo, ni materiales producto de 
la investigación, propia o del grupo, en que haya participado sin haber obtenido, de 
forma expresa y por escrito, la autorización correspondiente del anterior Tutor del 
TFM. 
 
9. Propiedad intelectual e industrial 
 
Cuando la aportación pueda ser considerada original o sustancial el estudiante que 
ha elaborado el TFM será reconocido como cotitular de los derechos de propiedad 
intelectual o industrial que le pudieran corresponder de acuerdo con la legislación 
vigente. 
  
10. Periodo de Vigencia 
 
Este compromiso entrará en vigor en el momento de su firma y finalizará por alguno 
de los siguientes supuestos: 
 
- Cuando el estudiante haya defendido su TFM. 
- Cuando el estudiante sea dado de baja en el Máster en el que fue admitido. 
- Cuando el estudiante haya presentado renuncia escrita a continuar su TFM. 
- En caso de incumplimiento de alguna de las clausulas previstas en el presente 
documento o en la normativa reguladora de los Estudios de Posgrado de la 
Universidad Complutense. 
 
La superación académica por parte del estudiante no supone la pérdida de los 
derechos y obligaciones intelectuales que marque la Ley de Propiedad Intelectual 





su trabajo, pero seguirá obligado por el compromiso de confidencialidad respecto a 


























































ANEXO I: DECLARACIÓN DE NO PLAGIO 
 
D./Dña.   Laura BACA GONZÁLEZ   con NIF   05469948-L  , estudiante de Máster en 
la Facultad de   Odontología   de la Universidad Complutense de Madrid en el curso 
2017-2018, como autor/a del trabajo de fin de máster titulado  “Concentrados 
plaquetarios y cinética de liberación de factor de crecimiento vascular endotelial 
(VEGF) y serotonina.”  y presentado para la obtención del título correspondiente, 
cuyo/s tutor/ es/son: 
Prof. Dr. Jesús TORRES GARCÍA-DENCHE 
 
DECLARO QUE: 
El trabajo de fin de máster que presento está elaborado por mí y es original. No copio, 
ni utilizo ideas, formulaciones, citas integrales e ilustraciones de cualquier obra, 
artículo, memoria, o documento (en versión impresa o electrónica), sin mencionar de 
forma clara y estricta su origen, tanto en el cuerpo del texto como en la bibliografía. Así 
mismo declaro que los datos son veraces y que no he hecho uso de información no 
autorizada de cualquier fuente escrita de otra persona o de cualquier otra fuente. 
De igual manera, soy plenamente consciente de que el hecho de no respetar estos 
extremos es objeto de sanciones universitarias y/o de otro orden. 
 




Fdo.: Laura BACA GONZÁLEZ 
 
Esta DECLARACIÓN debe ser insertada en primera página de todos los trabajos fin de 
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Introducción 
1. Los concentrados plaquetarios. Definición y evolución histórica. 
Los concentrados plaquetarios (CP) son preparados sanguíneos donde la 
proporción de plaquetas es superior a la de la sangre periférica. 
Su uso tiene origen en las técnicas de transfusión utilizadas en Medicina 
para la prevención y tratamiento de hemorragias secundarias a 
trombocitopenias severas. Por otro lado, en los años 70 comenzaron a 
emplearse como terapias coadyuvantes a la cicatrización de las heridas, los 
conocidos pegamentos de fibrina, que consistían en un concentrado de 
fibrinógeno humano que se activaba mediante  trombina y calcio. Uno de los 
principales inconvenientes era su origen heterólogo lo que provocó la limitación 
de su uso en algunos países. 
Para solucionar este problema, comenzaron a utilizarse a mediados de los 
años 90 concentrados plaquetarios autólogos. La técnica requería que los 
pacientes acudiesen unos días antes al hospital para una extracción de sangre 
que se sometía procesos de plasmaféresis con objeto de aislar el fibrinógeno. 
Estos nuevos concentrados  recibieron el nombre de fibrina adhesiva autóloga) 
y gel de plaquetas. (Tayapongsak y cols., 1994; Whitman y cols., 1997) Estos procedimientos 
son el origen de lo que hoy conocemos como CP, pero no tuvieron mucho éxito 
por la complejidad de la técnica. Por un lado se necesitaban grandes 
volúmenes de sangre y por otro la aparatología que se usaba era costosa. 
(Dohan Ehrenfest y cols., 2008) 
Un hito importante en la simplificación del método se produjo al reducir el 
volumen de sangre necesario para el procedimiento, y con la aparición de 
centrífugas para su uso en el propio gabinete. Marx bautizó a este derivado 
sanguíneo como plasma rico en plaquetas (PRP). (Marx, 1998) Para obtener el 
PRP se necesitan pequeños volúmenes de sangre que se extraían en el mismo 
momento de la cirugía para someterse a un doble proceso de centrifugado del 
que se obtenía un plasma enriquecido en plaquetas. Este plasma se activaba 
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mediante trombina bovina. Se comenzó a hablar por primera vez de un 
concentrado plaquetario capaz de aportar factores de crecimiento. El plasma 
rico en plaquetas se utilizaba al principio para favorecer la regeneración de las 
grandes cavidades óseas que quedaban tras la extirpación de quistes 
maxilares y mandibulares, obteniendo resultados muy positivos. Estos defectos 
cicatrizaban en menor tiempo y se conseguía mayor densidad ósea del hueso 
regenerado que cuando se comparaba con controles. 
 
 
Un año más tarde, Anitua desarrolló otro protocolo conocido como plasma 
rico en factores de crecimiento (PRGF). Una de las ventajas de este CP era la 
simplificación de la técnica, en la que utilizaba pequeños volúmenes de sangre 
y un solo centrifugado, invirtiendo mucho menos tiempo en el procedimiento. 
Además, en lugar de activarse con trombina bovina, se emplea cloruro cálcico. 
(Anitua, 1999) Tanto el PRP como el PRGF constituyen la primera generación de 
CP. 
Evolución histórica de los concentrados plaquetarios. 
  
 1970s Pegamentos de fibrina Origen heterólogo. 
   
 
 
 1990s Fibrina adhesiva autóloga Grandes volúmenes de sangre. 
Aparotología costosa. 








   
1998 PRP (Marx) Doble centrifugado. 
Activación con trombina bovina. 
Centrífuga de gabinete. 
   
1999 PRGF (Anitua) Único centrifugado. 








   
 
 
2005 PRF (Choukroun) 
 
Sin activación. 
 2013 Regulación AEMPS Declaración de CPs como productos sanitarios y regulación de 
técnicas abiertas y cerradas (kits) 
    
 2018 Venopunción en Odontología Informe jurídico del Ministerio de Sanidad 
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Recientemente ha surgido una segunda generación de CP que constituyen 
una nueva simplificación de la técnica. Es el denominado plasma rico en fibrina 
(PRF), donde no es necesario activar el preparado, puesto que de la 
centrifugación sale ya en forma de coágulo enriquecido. (Dohan y cols., 2006) 
 
2. Actualidad del tema 
En las gráficas de este apartado 
puede apreciarse como el número de 
publicaciones de los CP en general, 
así como particularmente en el 
ámbito Odontológico, sigue un patrón 
creciente. Son dos los hechos 
recientes que pueden influir 
positivamente en el uso clínico dental 
en un futuro próximo: por un lado la 
regularización del uso de este tipo de 
productos por parte de la Agencia 
Española del Medicamento en 2013. 
(Anitua y cols.,  2015a) Por otro lado, está  
la confirmación en febrero de 2018  
por parte de los organismos 
competentes de la posibilidad de que 
los profesionales de la Odontología 
practiquen la venopunción, paso 
necesario en la preparación de los 
CP. 
 
Documento de la Secretaría de estado de Educación, Formación 
Profesional y Universidades de 7 de febrero de 2018, donde se 
confirma la venopunción como competencia de los profesionales 




3. Factores de crecimiento.  
Todos los CP aportan principalmente dos elementos: una concentración de 
plaquetas superior a la de los niveles basales y una matriz de fibrina. Cuando 
se activan, las plaquetas liberan el contenido de sus gránulos alfa, ricos en 
factores de crecimiento (FC) Estos FC están implicados en los procesos de 
cicatrización de las heridas. Las funciones específicas de cada uno se detallan 
a continuación.  
• Eje de los factores de crecimiento análogos de la insulina (IGFs) Los 
IGF I y II son reguladores positivos de la proliferación y diferenciación 
de la mayor parte de tipos celulares, incluyendo células tumorales, 
que se valen del sistema IGF para aumentar su potencial de 
supervivencia. Aunque estas citoquinas son mediadores de la 
multiplicación celular, su principal papel es, en realidad, regular la 
apotosis al inducir señales de supervivencia que protegen las células 
de muchos estímulos apoptóticos matriciales. Además, aunque las 
IGF se liberen durante la desgranulación plaquetaria, se encuentran 
en gran proporción en la sangre circulante. Desde el punto de vista 
del hueso, IGF-1 influye en la proliferación y la secreción de matriz 
“Platelet concentrate” 
“Platelet concentrate AND dentistry” 









































por parte de los osteoblastos y su descenso con la edad corresponde 
con una disminución en la densidad mineral ósea. 
• Factor de crecimiento epidérmico (EGF) Es citoprotector y tiene 
efectos mitogénicos y quimiotácticos en fibroblastos y células 
epiteliales, induce la migración celular y estimula la formación de 
tejido de granulación. En la cicatrización de heridas acelera la 
reepitelización e incrementa la resistencia tensional. 
• Factor de crecimiento fibroblástico (FGF) Su importancia está en la 
estimulación y coordinación de la mitogénesis de las células 
mesenquimales, como los fibroblastos, los osteoblastos, condrocitos, 
células musculares lisas y mioblastos esqueléticos. También inhibe 
los osteoclastos e induce la secreción de fibronectina por parte de los 
fibroblastos. Desarrollan una función proangiogénica por acción 
quimiotáctica sobre las células endoteliales. 
• Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) Participa en la 
cicatrización promoviendo la angiogénesis: induce la quimiotaxis, 
proliferación y diferenciación de las células endoteliales, aunque sus 
efectos no se limitan exclusivamente a estas células, sino que 
también regula otras, como los fibroblastos. Además, provoca una 
hiperpermeabilidad de los vasos sanguíneos y es mitógeno, 
proapoptótico. 
• Factor de crecimiento transformante β1 (TGF-β1) TGF es una vasta 
superfamilia de más de 30 miembros que incluye también a los 
factores morfogénicos óseos. TGF-β1 es la isoforma más frecuente, 
no sólo en los gránulos α de las plaquetas, sino durante todo el 
diálogo general intercelular. Los efectos in vitro dependen de la 
cantidad. Por ejemplo, en función de este parámetro puede favorecer 
o inhibir la proliferación de osteoblastos, con la consiguiente 
trascendencia en el proceso de reparación ósea. Es el agente más 
potente inductor de la cicatrización fibrosa, promoviendo la síntesis 
masiva de colágeno I y fibronectina por parte de osteoblastos y 
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fibroblastos. Además promueven la formación de inhibidores de 
proteasa, que frenan la lisis del colágeno I. 
• Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) Actúan como 
quimiotácticos para macrófagos y fibroblastos y son reguladores 
esenciales de la migración, proliferación y supervivencia de los 
linajes de células mesenquimales involucrados en el desarrollo y 
remodelación ósea. Su papel como inhibidor o inductor depende de 
la distribución de sus receptores específicos. Promueve  
indirectamente la angiogénesis a través de los macrófagos y se 
comporta como activador de tales. Facilita, además y al igual que en 
el caso anterior, la formación de colágeno tipo I. Las isoformas más 
relevantes de las que se han descrito son AA, AB y BB. 
En definitiva, PDGF, TGF-β e IGF, actúan conjuntamente en la quimiotaxis 
y mitogénesis de las células madre y osteoblastos, en la angiogénesis de 
nuevos capilares, en la formación de la matriz ósea y en la síntesis de 
colágeno. PDGF y TGF también participan en la mineralización ósea. (Davis y cols., 
2014; Dohan y cols., 2006a; Rodríguez Flores y cols., 2012) 
Se ha propuesto también el abordaje terapéutico, que aboga por la 
utilización de FC recombinantes, sin embargo se asocia a dosis 
suprafisiológicas para el paciente y a un alto coste económico. (Kobayashi y cols., 
2016) Son diversos los métodos que se han probado con el fin de favorecer de 
manera efectiva la disponibilidad de este tipo de FC en su lugar de acción sin 
que pierdan efectividad, de modo que su concentración sea suficiente durante 
un período razonable como para permitir su acción. Cabe mencionar entre 
otros, los particulados, matrices, hidrogeles, sus compuestos así como la 
terapia génica. (Chen y cols., 2010) La mayoría de estos formatos aun se encuentran 
en fases experimentales. (Chen y cols., 2006) Para entender las distintas 
formulaciones primero es necesario explicar que los FC pueden aplicarse de 
forma aislada o conjunta. 
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En la compleja relación 
entre los FC y los principales 
tipos celulares también juega 
un papel protagonista el 
tiempo, pues no todos los FC 
liberados durante la 
cicatrización ósea in vivo 
suceden simultáneamenste, 
sino que se corresponden con 
las distintas etapas de la 
regeneración. 
Los distintos materiales 
diseñados para la administración de FC son matrices que buscan liberar dichos 
factores de forma mantenida y con una secuencia similar a la fisiológica. En su 
elaboración se tienen que tener en cuenta, no solo la cinética de liberación de 
FC, sino también factores como la velocidad de degradación, condiciones de 
procesado, dispersión de proteínas en la matriz, porosidad inicial y carga de 
proteínas. (Bayer y cols., 2015) 
Dentro del grupo de los polímeros se incluyen poliésteres, ácido 
poliglicólico, ácido L-poliláctico o ácido poliláctico-co-glicólico, materiales 
adecuados por su biocompatibilidad, biodegradación controlada, capacidad de 
ser absorbidos, no toxicidad de los productos de degradación y la facilidad de 
administración. (Bayer y cols., 2015; Chen y cols., 2006) En ocasiones, propiedades tan 
importantes como la osteoconductividad y la integridad pueden verse 
comprometidas al emplear exclusivamente polímeros, por lo que se incorporan 
materiales naturalmente osteoconductores como el fosfato de calcio para crear 
matrices compuestas. A continuación se mencionan las distintas 





recently, Subbiah et al. promoted osteogenesis and angiogenesis by de-
livering BMP-2 in combination with VEGF from a subcutaneous scaffold
without the addition of seeded cells [50]. In this model, scaffolds deliv-
ering both factors appeared to promote signiﬁcantly higher levels of
osteocalcin expression as well as signiﬁcantly deeper more dense
blood vessel penetration than scaffolds delivering BMP-2 alone [50].
These positive results have been observed not only in subcutaneous
models, but also in bone defect models. For instance, in a study by
Ratanavaraporn et al. [51], an ulnar critical size defect model was used
to investigate the co-delivery of stromal derived factor 1 (SDF-1) and
BMP-2 [51]. Although bone formation after four weeks was observed
in scaffolds releasing BMP-2 alone as well as scaffolds releasing both
BMP-2 and SDF-1, it was found that a larger area of bone with signiﬁ-
cantly higher bone density formed in scaffolds releasing both growth
factors [51]. The authors hypothesized that this phenomenon may be
due to the synergistic mechanisms of SDF-1 recruitment of hematopoi-
etic cells and BMP-2 differentiation of osteoprogenitor cells [51]. In a dif-
ferent study by Su et al., BMP-2 was delivered in combination with FGF
to rabbit mandibular defects and the combined growth factor delivery
resulted in signiﬁcantly higher bone formation compared to the deliv-
ery of BMP-2 alone when evaluated at 12 weeks post-implantation
[52]. Together, these results may indicate that releasing both an angio-
genic and an osteogenic factor from scaffolding could have the potential
to improve bone regeneration outcomes over single growth factor de-
livery in some circumstances.
Although these results are promising, there are other examples of
scaffolds deliveringmultiple growth factors that, in contrast to the stud-
ies mentioned above, fail to generate signiﬁcantly improved long-term
results. For instance, dual delivery of VEGF and BMP-2 in a rabbit femo-
ral defect demonstrated only a weak synergistic effect at earlier time
points, whereas at later time points, dual growth factor delivery groups
were indistinguishable from defects receiving BMP-2 alone [53]. A sim-
ilar study of VEGF andBMP-2 delivery to a rabbit cranial defect, revealed
a higher volumeof bone formation and early defect bridging for dual de-
livery at 4 weeks, but no signiﬁcant differences at 12 weeks between
groups delivering dual growth factors and only BMP at 12 weeks [48].
These results suggest that, although multiple growth factor release
may initially lead to increased tissue formation or vascularity, dual
(or simultaneous) delivery of VEGF and BMP does not always lead to
signiﬁcant overall long-term improvement. To increase the likelihood
of multiple growth factor delivery resulting in vascularized bone f rma-
tion, growth factors release proﬁles should be informed by how growth
factors interact with multiple cell types and by when speciﬁcally they
are presented during the natural healing process.
Importantly, in addition to growth factor choice, another component
of experimental design that must be considered when comparing out-
comes is preclinical animal model selection. In early investigational
stages, it is generally more feasible and cost effective to employ small
mammal models (mouse, rat, etc.) [54]. Using these models, general ef-
fects of growth factors may be observed using a subcutaneous design
(ectopic implant), but more relevant data may be collected from in
situ implantation in long bones or craniofacial defects (orthotopic im-
plant) [54]. When delivering growth factors in combination with
human stem cells or other human tissue, it may be necessary to use
an immunocompromised animal model to avoid adverse immunogenic
results [55]. In this instance the greater biosimilarity achieved using
human cells/tissues might be partially discounted by an incomplete bi-
ological response of the immunocompromised animal. In general, while
convenient from multiple point of views, small animal models have
drawbacks thatmay inﬂuence experimental outcomes. For example, ro-
dent and rabbit bone composition share few similarities with human
bone [54,56]. After data collection and proof-of-concept in smaller ani-
mal models, translational studies may progress to larger animal models
(canine, sheep, goats, etc.) to more closely replicate the human bone
healing process [56].
3. Growth factor delivery parameters
Taking a closer look at the process of bone regeneration, additional
intricacies of growth factor signaling become apparent. Exploring ef-
fects of growth factors beyond some of their more obvious roles pro-
vides additional information to explain the somewhat varied results of
Fig. 1. Growth factor signaling. Examples of the action of several prevalent growth factors related to vascularized bone regeneration.
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Tal y como se ilustra en la imagen, cada factor de crecimiento 
cumple múltiples funciones en el proceso de angiogénesis y 
formación ósea. La combinación de varios factores de crecimiento 
en su administración con fines terapéuticos puede resultar en 
ef ctos sinérgicos o, por el contrario, inhibitorios y perjudiciales 




Matriz de polímeros cápsula: 
a) Matriz polimérica dual. 
b) Matriz enriquecida con microesferas. 







a) Núcleo fibroso. 
b) Núcleo de microesferas. 
c) Microesferas. 






Matriz por capas:  
a) Capas yuxtapuestas. 
b) Capas cubrientes. 
(Bayer y cols., 2015) 
 
second phase of alginate with α-tri calcium phosphate (α-TCP)
(Fig. 3a). The protein for delivery, cytochrome C, was loaded into either
the “core” or “shell” phase of the ﬁber [106]. Depending on the protein
location (core vs shell) and the composition of the phase (percentage
ofα-TCP, of alginate, and amount of crosslinking), differing release pro-
ﬁles were generated. It was found that the addition ofα-TCP resulted in
prolonged release proﬁles with minimized burst release. Furthermore,
the release proﬁles of the core-encapsulated protein could be altered ei-
ther by changing core composition or by varying shell composition, be-
cause the mechanism for release depends (at least in part) upon
diffusion through both the core and shell materials [105]. While effec-
tive in creating unique release proﬁles, one of the possible limitations
of the core–shell ﬁber design for multiple growth factor release is that
modulation of release properties requires changing thematerial proper-
ties of the scaffold. In the previously described example, release proﬁles
were alteredmost drasticallywith the addition ofα-TCP, which also no-
tably altered the storage and loss moduli of the scaffold [106].
To avoid the potential pitfall of sacriﬁcing desired material proper-
ties to achieve release proﬁles (or vice versa) another approach to the
core–shell design can be implemented using a secondary material
phase to control release of proteins. One approach to creating this de-
sign of core–shell scaffolding is to ﬁrst encapsulate growth factors in
polymer microparticles that are then incorporated in a secondary scaf-
folding material directly loaded with the second growth factor
(Fig. 3b). This approach was used by Kempen et al. to release VEGF
and BMP-2 [27]. In this study, the microparticles were meant to act as
the “core” and the embeddingmaterial as the “shell.” The use of degrad-
able polymer microparticles allows for a further level of control since
they can be designed to produce different release proﬁles independent-
ly from the overall scaffold structure. To reate a sustained BMP-2 re-
lease proﬁle, BMP-2 was encapsulated in degradable microspheres
(composed of PLGA) and then embedded into polypropylene fumarate
(PPF) to create the core of the scaffold. A gelatin phase into which
VEGF was directly incorporated served as the scaffold “shell”. It was
found that the complete in vitro release of VEGF leveled off within 2
weeks, whereas BMP-2 release from the core was sustained for more
than 4 weeks. A high burst release of VEGF from its hydrogel shell was
observed both in vitro and in vivo [27]. Using this core–shell approach,
Kempen et al. achieved distinct release proﬁles for BMP-2 and VEGF,
which was found to enhance ectopic bone formation, as indicated by
signiﬁcantly higher bone volume formation in scaffolds releasing com-
bined VEGF and BMP-2 [27].
In addition to usingmicrospheres as the “core” phase that is then in-
corporated into a secondary “shell” scaffolding material, microspheres
that act themselves as core–shell conﬁgurations can be produced
[107–109] (Fig. 3c). Themain advantage of this core–shell conﬁguration
is that microspheres can easily be packed into irregular bone defect
shapes, a more difﬁcult feat for prefabricated block scaffolding [107]. A
recent example is provided by Wang et al. [108] who used a PLLA core
to encapsulate BMP-2, and a PLGA shell to encapsulate FGF. These
core–shell microparticles were capable of releasing both growth factors
with distinct release proﬁles and could be usedwithout a scaffold to im-
prove fracture healing [108].
Overall, core–shell scaffolding offers the possibility to control the
local spatial separation of growth factors release [105]. Furthermore, im-
plementation of the core–shell system through the incorporation of mi-
croparticles may allow for more control over material properties of the
scaffolding material in which they are embedded, or core–shell micro-
particles may even be used a stand-alone system [107–109]. However,
one remaining limitation of this approach is that the shell phase inﬂu-
ences release of growth factors incorporated in both the core and shell
phases of the scaffold. Because the shell is the outermost tier of the scaf-
fold, whether proteins are incorporated within the core or shell phase,
they must either diffuse through the shell phase or be delayed until its
Fig. 3. Core–shell scaffolding. Examples of different strategies to obtain a core–shell scaffold, by fabricating (a) a growth factor eluting ﬁber core within a polymeric ﬁber [105,106], by
(b) incorporating growth factor eluting microspheres in a polymer ﬁber incorporating a second growth factor [27], and by (c) creating microspheres with a core that incorporates a
ﬁrst growth factor and an outer shell that contains the second growth factor [107–109].
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erosion [105]. This conﬁguration could even prove advantageous to
allow longer term release, but must be accounted for when designing
core–shell release systems and selecting the core material properties.
4.3. Layer-by-layer scaffolding
Another category of scaffolding architecture for temporal delivery
of multiple growth factors is layer-by-layer (LbL) scaffolding. Like
core–shell scaffolding, LbL scaffolds are created by depositing a series
of biomaterial sheets ormolecular layers,while allowing curing or hard-
ening of each layer (if necessary) before the next is placed. Growth fac-
tors are thus spatially separates into different physical material layers to
govern their release, similarly to the separation in core–shell scaffold-
ing. Although the categories of core–shell and LbL designs may be con-
sidered to describe somewhat similar scaffolding conﬁgurations, in this
review, the term “LbL scaffolding”will refer to 1) scaffolds composed of
two or more side-by-side layers (that are non-concentric), or 2) thin
layers used to coat a scaffolding material that does not have a growth
factor-ﬁlled core.
Oneway that LbL scaffolding takes advantage of chemical andmate-
rial properties to release multiple growth factors is by modifying the
curing process of each layer to modulate release proﬁles. For example,
when using the same polymer to fabricate multiple layers, differing re-
lease proﬁles can be achieved by crosslinking to a different degree each
layer (Fig. 4a). Raiche and Puleo [110] used thismethod to create a BMP-
2 and IGF-1 eluting scaffold consisting of two gelatin layers: a “top” layer
which was crosslinked to a lesser degree than the second highly-
crosslinked “bottom” gelatin layer When added into the lesser
crosslinked laye , BMP-2 releas was accelerated, with peak release on
day 1 and completion of release approximately after 7 days. However,
when added to the more highly crosslinked layer, peak BMP-2 release
was delay d unti day 6. Using similar crosslinking method for LbL
fab ication, Kim et al. [111] released IGF-1 and TGF-β from a
oligo(poly(ethylene glycol)fumarate) (OPF) scaffold. While IGF-1 re-
lease proﬁles remained constant for all groups, TGF-β release was al-
tered by incorporating it into different layers of the scaffolding. By
more highly crosslinking the layer impregnatedwith TGF-β, its burst re-
lease was suppressed. To even further minimize the burst release of
TGF-β, the growth factor was ﬁrst encapsulated into gelatin micro-
spheres before its inclusion in the more highly crosslinked layer of the
scaffold. Although the TGF-β release proﬁle was successfully altered
by its incorporation in differing layers and microspheres, increased
temporal separation of these two growth factors may be required, as
better subchondral bonemorphologywas observed in scaffolds deliver-
ing IGF-1 alone, indicating potential remaining antagonistic growth fac-
tor signaling [111].
While useful in advancing the LbL technology platform, methods of
fabricating an entire scaffold in two distinct spatial layersmay not be di-
rectly applicable in creating a scaffold for vascularized bone. Although
capable of temporal release of multiple growth factors, if layers releas-
ing growth factors are too spatially separated, they may prevent the
necessary co-localization of vascular and mineralized tissue formation.
An alternative approach to the LbL design that may offer more co-
localized growth factor presentation is to create layered scaffold coat-
ings rather than a layered scaffold (Fig. 4b). Shah et al. [112] adopted
this approach to the LbL method to create a layered coating for the re-
lease of PDGF and BMP-2. Differences in electrostatic attraction between
each growth factor and polyelectrolyte membranes were exploited to
create the “layers” onto a PLGA scaffold. The PLGA scaffold was ﬁrst
dipcoatedwith a layer contained BMP-2, and then dipcoated in a second
layer containing PDGF, resulting in PDGF releasing more quickly than
BMP-2. This temporal release of PDGF and BMP-2 resulted in bone for-
mationwith higher compressive strength and othermechanical proper-
ties that better matched that of native bone as compared to scaffolds
releasing only BMP-2 [112]. An advantage to thismethod is the possibil-
ity for creating a spatio-temporal gradient of growth factors release. As
the coatings surface degrade, the outer PDGF-laden layer releases its
growth factor concentrationmore quickly, followed later by a BMP-2 re-
lease. One potential drawback to using the LbLmethod to generate coat-
ings rather than entire scaffolds is that the underlying scaffold material
must be carefully chosen and fabricated so that cells will be encouraged
to completely inﬁltrated and create tissue after growth factor coatings
have degraded, particularly if used for ﬁlling large defects.
Similar to core–shell scaffolding, when additional control over pro-
tein release is desired, a secondary material may be used to ﬁrst encap-
sulate the growth factor intomicrospheres before these are added into a
layer composed of a different material [111,114]. A unique advantage of
the LbLmethod is that layers can be fabricatedmore thickly, to create an
entire scaffold, or when applied more thinly, may be used as a coating.
One challenge to the LbL method lies in striking the correct balance be-
tween layer thickness and spatial growth factor separation. When con-
sidering LbL applications for vascularized bone, it is important that in
the creation of growth factor gradients, protein release does not become
so spatially separated as to prevent vascularity throughout the scaffold.
Fig. 4. Layer-by-layer scaffolding. Examples of layer-by-layer scaffolds realized by (a) juxtaposing growth factor incorporating polymerswith different degrees of crosslinking [110,111], or
by (b) coating a porous scaffold with a dual polymeric layer containing different growth factors [112,113].
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performed to observe angiogenesis in vivo, it was found that early re-
lease of one angiogenic factor (VEGF) in the ﬁrst 24 h, and the subse-
quent release of a second angiogenic factor (SDF-1) from 24–48 h,
signiﬁcantly improved vascularization compared to singular delivery
of either growth factors, to their simultaneous delivery, or to their deliv-
ery in reverse order [75]. These studies suggest that the absence of a
growth factor at a given stage of regeneration may be just as important
as the presence of another, illustrating not only the importance of in-
cluding relevant growth factors in a scaffold, but also presenting them
in a biologically meaningful order.
When speciﬁcally considering the stages of angiogenesis and osteo-
genesis during bone regeneration, there is evidence that growth factors
for each phase have temporal roles and may be most effective when
delivered in sequence. For example, as described above, PDGF is respon-
sible for the recruitment of mesenchymal stem cells and other osteo-
blastic precursors to the site of bone regeneration [77,78], and it has
additionally been shown to upregulate VEGF, in turn, promoting blood
vessel formation and regulating angiogenesis [23,46]. Using these ob-
servations to inform temporal presentation suggests that PDGF release
may be effective when restricted early in bone formation (the initial
days, possibly up to a fewweeks of the regeneration process depending
on the speciﬁc conditions), partly because in fracture healing, the inﬁl-
tration of vessel networks into the healing callus occurs prior to ossiﬁca-
tion [8]. Importantly, PDGF also upregulates VEGF production [23,78],
which if expressed for more than 72 h, can inhibit maturation of vessel
networks and produce leaky vessels [18,79]. Aside from its beneﬁcial ef-
fects in recruiting osteoblast precursors and upregulating angiogenesis,
other studies have shown that for a range of PDGF dosages, BMP-
induced bone formation was inhibited [66], further supporting the hy-
pothesis that some degree of temporal separation may be beneﬁcial
for organized regeneration. Collectively, these studies suggest that
early expression of angiogenic factors during the initial few days of
regeneration may be advantageous for bone regeneration not only to
promote vasculature formation and recruit osteoblast precursors, but
also to prevent potentially adverse effects after mature vascular net-
works have been established, such as leaky vasculature and interference
with tissue mineralization.
And while it appears that angiogenic factors are most effective
when delivered in the early days of bone regeneration, studies of
BMP delivery suggest that a delayed BMP delivery is likely beneﬁcial
such that BMP is presented during later stages of bone regeneration,
following the establishment of a mature vascular network. [64,
80–82]. Speciﬁcally, several of these studies show that delaying the
delivery of BMP for days or weeks after scaffold implantation will
generate a greater amount of bone formation, presumably by
allowing osteoblast precursors the opportunity to migrate into the
scaffold prior to differentiation [80,83]. During other types of bone
formation, particularly distraction osteogenesis (the induction of os-
teogenesis by the slow, surgical separation of bone [84]), BMP was
not even expressed until 5 days after distraction in the granulation
tissue and endothelial cells of the healing microenvironment [64].
Together, results from these studies indicate that delayed delivery
of BMP-2 from the time of scaffold implantation is recommended
in order to promote organized bone regeneration.
With all of these above studies in mind, it must be noted that at-
tempts to truly match the intricate orchestration of instructions provid-
ed by the body would most likely be time and cost prohibitive to
translation, as the scalability of fabricating vascularized scaffolds is
only now starting to be addressed [85]. Furthermore, to properly direct
bone tissue healing, each growth factor based “instruction”would need
to be administered at just the right time, in just the right amount, espe-
cially considering crosstalk potential and the stage-wise process of an-
giogenesis and osteogenesis. To balance the feasibility of scaffold
production with the requirements of generating vascularized bone
tissue, it will be important to carefully select only the most necessary
“instructions” with only the simplest possible temporal spacing.
4. Biomaterials formultiple growth factor delivery—designing form
for function
Several scaffold material properties and mechanisms of protein re-
lease must be taken into account to successfully engineer delivery sys-
tems that not only includes growth factors for angiogenic and
osteogenic stages of bone regeneration, but also deliver them in a
sustained, physiologically relevant temporal order. Even in the simplest
case of incorporating proteins directly into a single material phase
scaffolding matrix for release, numerous design parameters which in-
ﬂuence the release proﬁle must be considered, such as matrix degrada-
tion rate, processing conditions, dispersion of proteinwithin thematrix,
initial porosity, and protein loading [86].
4.1. Polymer encapsulation scaffolding
Scaffolds fabricated from synthetic polymers offer a high level of
control overmaterial propertieswhich play an important role in protein
release, such as degradation rates, porosity, and microstructure [87].
Various categories of polymers have been used to create scaffolding
for growth factor delivery, including hydrogels and polyesters [88].
These polymers can be processed in amultitude of ways, including cast-
ing, crosslinking and gas foaming, to create entire scaffoldswhile encap-
sulating growth factors for controlled release [87,88]. In addition, one
way of delivering multiple growth factors with distinct proﬁles from a
polymeric scaffold is to use a combination of polymers in scaffold fabri-
cation. By using polymers with different degradation behaviors to sepa-
rately incorporate growth factors, multiple, distinct release proﬁles can
Fig. 2.Polymer encapsulating scaffolding. Examples of polymer-based encapsulation strat-
egies formultiple growth factors based on (a) dual polymer interpenetrating scaffolds [69]
or on (b) scaffold incorporating growth factor eluting microspheres [28,89,90].
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Existen opciones biológicas, que ofrecen la ventaja de no utilizar solventes 
orgánicos en la preparación y se limita la posibilidad de descenso de pH en 
el interior de la matriz durante la degradación. (Chen y cols., 2006) Entre ellas 
destacan: 
• Distribución por genes: insertando plásmidos mediante adenovirus, 
con técnicas de terapia génica. Este tratamiento podría combinarse 
con los métodos de distribución de FC ya descritos. 
• Pequeñas moléculas: lo suficiente como para carecer de capacidad 
inmunogénica. En esta línea se ha investigado con simvastatina y 
rosuvastatina. El principal inconveniente es su inespecificidad. (Bayer y 
cols., 2015) Otro ejemplo son las microesferas  de dextrano-co-gelatina 
para la liberación controlada de IGF-I. (Chen y cols., 2006) 
Los CP constituyen otra opción biológica para la liberación de FC de origen 
autólogo en altas concentraciones. Pueden, además, mezclarse con otros 
biomateriales. (Chen y cols., 2010; Kobayashi y cols., 2016) 
Así, la matriz de fibrina actuará a modo de carretera para la vehiculización 
de los FC y favorece su liberación progresiva durante el período de cinco a 
nueve días de vida plaquetaria. (Davis y cols., 2014) La eficacia de estos CP en las 
primeras fases de la cicatrización ha sido ampliamente demostrada. (Davis y cols., 
2014; Badran y cols., 2017; Temmerman y cols., 2016 ) 
4. La serotonina, un agente doble. 
La serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT) es un neurotransmisor 
monoamina. (Fidalgo y cols., 2013) Fue identificada por Rapport en 1948, como 
sustancia vasoconstrictora procedente de suero vacuno. El origen del término 
se debe a este hecho pero puede ser confuso, pues hoy se conoce que su 
presencia y funciones en el organismo son mucho más amplias. En los años 60 
se comenzó a hacer distinción entre la serotonina central y periférica (Mercado y 






En la síntesis de la 5-HT el L-triptófano, procedente de la dieta, se convierte 
en 5 hidroxi-L-triptófano en un proceso mediado por la enzima 5-hidroxilasa 
(Tph), de la que existen dos isoformas y cada una es sintetizada por distintos 
tipos de células, tal y como se desarrolla en el esquema. La gran importancia 
de este hecho se esplicará más adelante. La Tph 1 se encuentra en las células 
enterocromafines (EC) del intestino, mientras que Tph 2 se encuentra 
fundamentalmente en el cerebro. Por otro lado, la degradación de 5-HT se 
produce por acetilación, mediada por N-acetiltransferasa y resulta en N-
acetilserotonina, que es un metabolito precursor de la melatonina. (Fidalgo y cols., 
Metabolismo 	
Síntesis 
Tph, codificada por los 
genes Tph 1 (localizado 
principalmente en EC) y Thp 
2 (neuronas centrales y 
entéricas) 
Glándula pineal principalmente, 
aunque también puede ocurrir 
en el tracto digestivo. 
Adaptado de Fidalgo y cols., 2013. 
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2013) La gran diversidad de funciones de la 5-HT se atribuye a la capacidad de 
señalizar hasta 14 receptores diferentes. (Ducy y Karsenty, 2010) 
La recaptación de 5-HT se da mediante el transportador de recaptación de 
serotonina (SERT), Na+/Cl- dependiente. (Fidalgo y cols., 2013; Mercado Kilic, 2010) El 
mecanismo de regulación exacto del SERT por los gradientes transmembrana 
no es del todo conocido. (Mercado y Kilic, 2010) En el caso de las neuronas y células 
gliales, la expresión de receptores SERT en la membrana depende de la 
concentración extracelular de 5-HT. El aumento de la misma implica menos 
receptores, con la consiguiente limitación de su disponibilidad sináptica. (Mercado 
y Kilic, 2010) 
El metabolismo sucede principalmente en la glándula pineal, aunque 
también puede darse en el tracto digestivo. Los SERT constituyen una diana 
terapéutica interesante como reguladores no específicos de la 5-HT en multitud 
de trastornos psiquiátricos: al bloquear estos receptores se incrementa la 
disponibilidad de serotonina extracelular. Con este fin se emplean los 
inhibidores selectivos de la recaptación de serotonina (SSRIs). 
 
4.1. Serotonina del sistema nervioso central (SNC) 
Está asociada con la regulación de la temperatura, los ritmos circadianos, 
vómitos, agresividad. Así mismo, regula la ingesta de alimentos, el 
metabolismo energético y las respuestas al estrés en el cerebro modulando el 
sistema nervioso autónomo (SNA) y vías neuroendocrinas, como el eje 
hipotalámico-hipofisario-adrenal o el sistema insulina/IGF-1 y BDNF (brain 
derived neutrophic factor, de la familia de las neutrofinas asociadas al factor de 
crecimiento nervioso) La IL-1 y el TNF interaccionan con el sistema de la 
serotonina, entre otros sistemas neuroquímicos, para regular los ciclos de 
sueño y vigilia. (Fidalgo y cols., 2013) 
Cada comportamiento está controlado por múltiples receptores de 5-HT. A 
su vez, cada receptor se expresa en varias regiones cerebrales y, 
probablemente, contribuya a modular distintos procesos comportamentales. 
	 14 
Esto explica por qué los fármacos dirigidos a un receptor 5-HT específico 
repercuten sobre muchos comportamientos. (Berger y cols., 2009) 
La mayor parte de las neuronas serotoninérgicas se encuentran en los 
núcleos del rafe dorsal y medio del mesencéfalo caudal y sus axones se 
proyectan hacia otras zonas del cerebro: región frontal, tálamo, hipotálamo, 
región estriada, región cortical, médula, puente, cerebro medio, cerebelo y 
médula espinal. de modo que, virtualmente, toda célula del mismo se 
encuentra cercana a una fibra serotoninérgica. (Fidalgo y cols., 2013) 
 
4. 2. Serotonina periférica 
Implicada en la agregación plaquetaria, tono vascular, hipertensión, 
motilidad intestinal y regulación de la masa ósea. (Fidalgo y cols., 2013) Tiene efecto 
vasoconstrictor o vasodilatador en función de los receptores particulares 
expresados en el endotelio vascular y el músculo liso circundante. (Berger y cols., 
2009)  
Aproximadamente el 95% de la  5-HT del cuerpo se produce en las células 
enterocromafines (EC) del tracto digestivo. Cuando es liberada puede: a) ser 
captada por las plaquetas o b) ser recaptada y metabolizada por su 
transportador en el intestino moléculas SERT expresadas, en este caso, por los 
enterocitos del epitelio gastrointestinal y por las células entéricas. 
El sistema nervioso entérico (SNE) inerva las dos capas de la muscularis 
externa y puede actuar independientemente del SNC en el control de funciones 
gastrointestinales como la motilidad y la secreción. La 5-HT presente en 
neuronas serotoninérgicas del SNE es sintetizada por las EC y es liberada en 
respuesta a estímulos mecánicos y químicos como el cambio de pH, cambios 
en la presión luminal o de péptidos y glucosa, entre otros. 
La 5-HT tiene escasa penetración de la barrera hematoencefálica, aunque 
la implicación de la 5-HT en el equilibrio energético y de alimentación indica la 
posible relación entre ambos sistemas. La 5-HT periférica, tal vez afecte de 
manera indirecta al SNC. (Ducy y Karsenty, 2010) 
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4. 3. Serotonina y remodelación ósea 
El papel de la 5-HT en la fisiología ósea fue documentado por primera vez 
en 2001 a raíz del descubrimiento de receptores de 5-HT, neurotransmisores y 
transportadores en osteoblastos y osteoclastos. (Wadhwa y cols., 2017) La clínica 
inicialmente silente de la osteoporosisis enmascaró los efectos de la Tph 1 
sobre la remodelación ósea en los estudios previos con ratones. A partir de 
este descubrimiento, fue posible observar los efectos de la 5-HT central y 
periférica de manera independiente porque los genes que codifican para la 
Tph, enzima que interviene en su metabolismo, son específicos para cada una  
de ellas. (Ducy y Karsenty, 2010) 
En ratones sin Tph 2 se observa la ausencia de 5-HT detectable en el 
cerebro, mientras que los niveles séricos son normales. Sin embargo, estos 
ratones experimentan una severa pérdida de masa ósea. (Fidalgo y cols., 2013) 
 
La leptina es una hormona derivada de los adipocitos que se une a los 
receptores (ObRb) de las neuronas serotoninérgicas del tronco cerebral e 
inhibe la síntesis de 5-HT central. Al igual que en caso anterior, los niveles 
reducidos de serotonina central se traducen en un tono simpático aumentado, 
que conduce a la reducción del número de osteoblastos e incrementa la 
resorción ósea, con la consiguiente pérdida de masa ósea. (Fidalgo y cols., 2013) 
La 5-HT central actúa como neurotransmisor sobre los receptores Htr2c de 
las neuronas del núcleo ventromedial del hipotálamo y provocan la disminución 
del tono simpático. (Wadhwa y cols., 2017) La adrenalina sobre los receptores β-
adrenérgicos de la membrana de los osteoblastos activa la síntesis de RANK-L, 
que estimula la función y diferenciación de los osteoclastos. Por otro lado, 
promueve un reloj molecular génico y la cascada de la ciclina D1 que limita la 
proliferación de los osteoblastos. Por tanto, la inhibición del tono simpático 
favorece la osteogénesis y disminuye la resorción. (Ducy y Karsenty, 2010 
- Ausencia Tph2 
- Sobreexpresión leptina 
êosteoblastos 
éresorción ósea 
é tono simpático  êmasa ósea  ê 5-HT central 
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Por otro lado, los ratones con Tph 1 inactivo presentaban un incremento en 
la masa ósea. El efecto contrario se produce cuando aumentan los niveles de 
serotonina periférica, por ejemplo en pacientes tratados con fármacos SSRIs, 
que, aunque se emplean en trastornos neuropsiquiátricos, no son específicos 
para la serotonina central. Por lo tanto, se puede inferir que existe una relación 
inversamente proporcional entre los niveles de serotonina sérica y la densidad 
ósea. (Fidalgo y cols., 2013) 
El mecanismo por el que la 5-HT periférica reduce la masa ósea es su 
acción como hormona, uniéndose a los receptores Htr1b de la membrana de 
los osteoblastos. Así se inhibe la fosforilación de la proteína de unión al 
elemento de respuesta al AMPc (CREB) por medio de la fosfoquinasa A (PKA). 
Esto significa una limitación en la expresión de los genes de ciclina y por ende, 
la aminoración del la proliferación de osteoblastos y pérdida ósea. (Wadhwa y cols., 
2017; Ducy y Karsenty, 2010)  
Cuando ambas enzimas, Tph 1 y Tph 2,  están ausentes en ratones, se 
observa menor masa ósea, osteogénesis y mayor resorción. Así, a pesar de 
que la proporción de serotonina sérica en el organismo es mayoritaria, es la 5-
HT central la que predomina e influye más significativamente sobre el 
remodelado óseo. 
 
La influencia recíproca de los microRNAs (miRNAs) sobre la 5-HT y la 
expresión de sus receptores es un nuevo área de investigación. La actividad de 
osteoblastos y osteoclastos también está modulada por miRNAs, la vía del 
Wnt, p53 y algunos SSRI como la fluoxetina. (Fidalgo y cols., 2013; Wadhwa y cols., 2017) 
La Wnt es una glicoproteína que inhibe la Tph 1 de las EC al actuar 
negativamente sobre Lrp5. (Wadhwa y cols., 2017) Lrp5 es un miembro atípico la 
familia de lipoproteínas receptoras de baja densidad, dentro del grupo de las 
La 5-HT central disminuye el tono simpático y favorece el aumento de la 
densidad ósea, mientras que la 5-HT periférica lo inhibe al reducir la 
proliferación de los osteoblastos. (Fidalgo y cols., 2013; Wadhwa y cols., 2013) El papel de 
la 5-HT central en relación al remodelado óseo es dominante. (Fidalgo y cols., 2013) 
	 17 
proteínas de la membrana. Fue precisamente la identificación por serendipia en 
dos estudios genéticos de Lpr5, como un importante regulador posnatal de la 
formación ósea en humanos, lo promovió la búsqueda del papel de la 5-HT en 
la fisiología ósea. Lpr5 por sí mima también estimula a los osteoblastos, 
aunque el mecanismo no es del todo conocido. Además, la unión de Wnt a 
determinados receptores en la membrana de estas células produce la 
estabilización de la β-catenina intracelular, que, junto con otros factores, activa 
la transcripción de osteoprotegerina (OPG). De este modo, la vía canónica de 
Wnt actúa sobre los osteoclastos e inhibe la reabsorción ósea, mientras que 
Lpr5 promueve la formación ósea de los osteoblastos. (Ducy y Karsenty, 2010) 
 
En el caso de los SSRI, existe controversia sobre su posible relación con 
una disminución en la masa ósea. Son muchos los posibles factores de 
confusión: la depresión como una causa de pérdida de masa ósea per se, el 
consumo de alcohol o tabaco, la edad, el género o la alimentación entre otros. 
Independientemente de estos, Ortuño y colaboradores señalan un posible 
mecanismo de activación de los canales Ca2+ dependientes de la calmodulina 
de los osteoclastos. Como consecuencia se activaría la cascada c-Fos-Nfact1 y 
disminuiría la resorción ósea en un período inicial. Sin embargo, también tiene 
un efecto en la recaptación de 5-HT central, lo que, a la larga,  resultaría en la 
desensibilización de los receptores neuronales Htr2c y aumento del tono 
simpático, y, en consecuencia se produciría resorción y pérdida de densidad 
ósea. Por ello, un tratamiento corto determinaría la predominancia de un efecto 
protector sobre el hueso, mientras en períodos superiores a un año implicaría 
mayor riesgo de resorción. (Wadhwa y cols., 2017; Ortuño y cols., 2010)  
	 18 
 
4. 4. Serotonina y plaquetas 
Las plaquetas contienen cerca del 95% de la 5-HT (periférica) presente en 
la circulación general. (Ducy y Karsenty, 2010) Las plaquetas constituyen los 
principales reguladores de la concentración de 5-HT en plasma. (Mercado y cols., 
2010) 
La 5-HT puede mediar cambios en la mecánica, fragilidad, proliferación 
migración y agregación de las plaquetas. (Fidalgo y cols., 2013) Las plaquetas tienen 
un número significativo de vesículas que almacenan 5-HT, pero no la 
sintetizan. (Berger y cols., 2009) Al igual que en las neuronas o las EC, la captación 
de 5-HT desde el plasma sanguíneo sucede a través de SERT. En interior de 
las plaquetas puede ser degradada por la monoaminooxidasa A (MOA) o 
transportada por VMAT y almacenada en gránulos densos (Fidalgo y cols., 2013; 
Mercado y cols., 2010)  
El SERT es un sistema saturable. (Mercado y cols., 2010) En las plaquetas existe 
una relación bifásica entre el SERT y la serotonina. A bajas concentraciones 
extracelulares de 5-HT, la capacidad de captación de serotonina de las 
plaquetas es proporcional al número o expresión de las moléculas SERT en la 
membrana de las células. Sin embargo, cuando las concentraciones 
extracelulares son elevadas, la expresión de SERT disminuye, aunque las 
plaquetas continúan almacenando 5-HT a un ritmo ralentizado que se 
mantiene, presumiblemente,  mientras la concentración extracelular de 5-HT 
sea elevada. (Mercado y cols., 2010; Fidalgo y cols., 2013) Mediante el mecanismo de 
retroalimentación, la concentración de 5-HT en el plasma sanguíneo se 
autorregula modulando la expresión de SERT en la membrana de las 







Al aumentar la concentración de 5-HT extracelular, también lo hace 
inicialmente la expresión de receptores SERT en la membrana plasmática de 
las plaquetas, que son transportadas desde el interior de la célula mediante 
vesículas transportadoras. Como consecuencia, aumenta la concentración 
intracelular de 5-HT. Cuando se satura la capacidad de las VMAT se activan 
dos vías de bloqueo de transporte de receptores SERT a la membrana 
plasmática (Rab4 y vimentina) y se reduce su expresión, de manera que se 
limita la entrada de 5-HT. El aumento de la concentración intracelular de 5-TH 
produce también la desgranulación y liberación de 5-HT al medio extracelular. 
(Mercado y cols., 2010) 
Las plaquetas son la mayor fuente de 5-HT para las células del sistema 
inmune innato y adaptativo: células dendríticas, linfocitos B y T, células natural 
killer y mastocitos. Las citoquinas proinflamatorias también pueden interrumpir 
la síntesis de 5-HT al alterar el metabolismo del triptófano.  
La 5-HT se ha demostrado como mediador proinflamatorio en el intestino. 
Sin embargo, los ratones Tph 1 negativos no son inmunocomprometidos, lo 
que sugiere que la 5-HT no es esencial para las respuestas inmune innata o 
adaptativa, aunque sí que tiene un papel modulador en las infecciones víricas y 
en reacciones alérgicas. (Fidalgo y cols., 2013) Además, en el tejido localmente 
inflamado la liberación de 5-HT sensibiliza las fibras nerviosas perifericas que 
portan la información nociceptiva al SNC. También en el SNC la 5-HT tiene un 
papel modulador del dolor. (Berger y cols., 2009) 
 ê SERT membrana 
é 5-HT extracelular 
é SERT membrana 
(mediante vesículas transportadoras) 
entrada 5-HT 









5. Plasma rico en factores de crecimiento (PRGF) y plasma rico en 
fibrina (L-PRF) 
5. 1. PRGF. Protocolo de Anitua y cols.  
En líneas generales, se realiza una extracción 
de sangre del paciente, utilizando tubos con citrato 
sódico, con el fin de que no se coagule la sangre 
durante el proceso de centrifugación. El citrato 
sódico funciona como un interruptor: en dicho 
proceso de coagulación participa el ion calcio, pero 
el citrato sódico es un agente quelante capaz de 
atraparlo, de modo que impide que se desarrollen 
las cascadas enzimáticas correspondientes. 
La muestra se somete a un proceso de centrifugado único del que se 
obtienen dos fracciones visibles: la fracción celular roja, en el fondo del tubo, 
donde se depositan los elemento de mayor peso molecular, como las células. 
Debe su color a la presencia de eritrocitos. Por encima se observa un líquido 
traslúcido amarillento que constituye  el plasma y es la fase donde se 
encuentran la plaquetas. Las plaquetas son, recordemos, fragmentos sin 
núcleo que provienen de una célula precursora, el megacariocito, y su tamaño 
relativo es menor al de otras células sanguíneas.  El plasma a su vez está 
puede dividirse a su vez en dos fracciones, una fracción 1 (F1) alejada de la 
serie roja y una fracción 2 (F2) cercana a la serie roja. La F1 es más pobre en 
plaquetas, su concentración es similar a la de la sangre periférica. La F2 
contiene una proporción de plaquetas aproximadamente dos veces superior a 
la de la sangre. Las propiedades físicas de ambas porciones una vez activadas 
también son diferente, de lo que se derivan distintos usos clínicos para cada 
una de ellas una vez activadas.  
Entre el la fracción F2 del plasma y la fracción roja existe una fina línea 
blanca denominada capa leucocitaria. Esta capa no se aspira en este 
protocolo, pues los autores de esta técnica postulan que se obtiene un 
producto más homogéneo con depleción leucocitaria. De este modo se omite la 
or dental pathology that could affect the assessments,
severe or unstable physical or psychiatric illness, al-
lergy or intolerance to study materials, and a recent
history of alcohol or substance abuse.
Details regarding the patient and the tooth extrac-
tion were recorded. These details included smoking
status, date of extraction, date of onset of AO symp-
toms, reason for tooth extraction, setting of tooth
extraction (general dental practice or hospital),
method of anesthesia during tooth extraction, and
complexity of extraction. Complexity of extraction
was classified as 1) simple forceps extraction with
no bone removal required; 2) forceps extraction
with minor bone removal or tooth division; or 3) com-
plex extraction with flap raised and bone removal
required. Periodontal status also was recorded using
the Basic Periodontal Examination (BPE) with a World
Health Organization probe. If more than 1 score of 3 or
a score of 4 in any sextant was recorded, then the pa-
tient was regarded as having active periodontitis. All
eligibility and baseline assessments were conducted
by a qualified study dentist.
STUDY SETTING
The study was undertaken at a UK dental hospital
and ethical approval was awarded by the NHS
Research Ethics Committee South West, Exeter (refer-
ence 14/SW/1101), and all participants gave informed
consent in writing. The study was registered on the
ISRCTN registry (ISRCTN31193447) and conducted
according to Good Clinical Practice Guidelines (Medi-
cal Research Council 1998) and guidelines from the
Declaration of Helsinki.
INTERVENTIONS
Eligible patients were randomized to receive the
positive control Alvogyl or the test treatment PRGF
after a predetermined, computer-generated, block
randomization schedule with the unit being the
socket. Randomization numbers were assigned by
study staff at the study site in ascending numerical
order as patients were determined to be fully eligible
to participate in the study. In all cases treatment
involved socket debridement, irrigation, and dressing
placement under local anesthetic followed by sutur-
ing, using routine interrupted or horizontal mattress
4-0 silk sutures depending on the defect, to help
retain the dressing. This treatment regime reflected
the Royal College of Surgeons and local hospital
guidelines with minimal suturing to ensure study
products were not lost from treatment sites. No anti-
biotics were prescribed for any study participant. All
initial treatment was conducted by the lead clinician,
a qualified dentist. If the defect was randomized to
receive Alvogyl, the socket was irrigated with sterile
saline and packed with Alvogyl approximately 0.20 g
to fill the defect according to the manufacturer’s in-
structions. For patients who were randomized to
receive PRGF, 4 9-mL tubes of venous blood contain-
ing 3.8% sodium citrate were collected. The blood
was centrifuged at 580g for 8 minutes at room tem-
perature (PRGF Model System Centrifuge IV, BTI
Biotechnology Institute) as shown in Figure 1. The
2 plasma fractions, F1 and F2, were separated using
a PRGF Plasma Transfer Device supplied with the
PRGF-Endoret kit. Care was taken not to include
leukocytes (the buffy coat) when extracting F2. F1
was poured into a flat glass dish and placed in a
PlasmaTherm H Oven heated to 37!C for 15 minutes.
The F1 clot underwent retraction to produce the F1
membrane and the liquid supernatant. Then, F2 was
activated to induce fibrin clot formation. Before
placement of the fibrin clot, PRGF liquid supernatant
was used to irrigate the socket. Then, the F1 mem-
brane was applied to cover the surgical area and
the socket margins were sutured.
FIGURE 1. Plasma fractions obtained after centrifugation of whole
blood.
King et al. RCTof PRGF for alveolar osteitis. J Oral Maxillofac Surg
2018.
1152 RCT OF PRGF FOR ALVEOLAR OSTEITIS
Fracción de plasma 1 (F1) 
Fracción de plasma 2 (F2) 
Leucocitos. 
Fracción celular roja. 
Fracciones de PRGF obtenidas 
mediante el protocolo descrito por 
Anitua y cols. (Citado por King y cols., 
2018) 
	 21 
respuesta de los neutrófilos, que expresan enzimas degradantes de la matriz, 
como las metaloproteinasas-8 (MMP-8) y MMP-9, y liberan especies de 
oxígeno reactivo que destruyen las células adyacentes, independientemente de 
que estén dañadas o sanas.  (Anitua y cols., 2006) 
El proceso de activación se realiza mediante cloruro cálcico una vez se ha 
realizado el fraccionamiento. El cloruro cálcico devuelve a la muestra los iones 
calcio necesarios para la coagulación que se bloquearon en el tubo citratado. 
Es un proceso dependiente de temperatura, por lo que el sistema incorpora 
una estufa. El recipiente para la activación se escogerá en función de la forma 
final deseada. 
 
5. 2. L-PRF. Protocolo de Choukroun y cols. 
Para este procedimiento la sangre se extrae 
en tubos sin agentes anticoagulantes o 
gelificantes. La activación plaquetaria y la 
formación del coágulo de fibrina sucede 
inmediatamente y después del centrifugado se 
obtienen dos fracciones claramente 
diferenciadas. A diferencia del PRGF en este 
protocolo la fracción plasmática (amarilla) no hay 
que activarla ya que se obtiene directamente un 
coágulo tras la centrifugación. 
Los coágulos se conforman mediante 
presión con instrumentos específicamente 
diseñados para este efecto. En este caso se 
mantiene la capa leucocitaria. Los autores lo 
justifican por su efecto antiinfeccioso, por su 
papel en la regulación de la respuesta inmune 
y por su capacidad de producción de agentes 
proangiogénicos como el VEGF. (Dohan Ehrenfest 






























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Capa de plasma acelular. 
 
Coágulo de fibrina. 
 
Capa celular roja. 
Fracciones de PRF obtenidas 
mediante el protocolo descrito por 
Choukroun y cols. (Ci ado por D han 
Ehrenfest y cols., 2008) 
Questions to be studied
The 3 main platelet cytokines play a fundamental role
in initial healing mechanisms owing to their capacity to
stimulate cell migration and proliferation (particularly
by PDGFs) and induce fibrin matrix remodelling as
well as secretion of a cicatricial collagen matrix (partic-
ularly by TGFb). Their quantification must first de-
termine where these molecules accumulate: Are they
concentrated in the acellular supernatant or trapped in
the PRF clot? And, more significantly, are they in solu-
tion in the fibrin clot or incorporated in the fibrin poly-
mer network?
We therefore studied the secretion profile of 3
isoforms of these cytokines (PDGF-BB, TGFb-1, and
IGF-I) within the different parts of the PRF collection
tube and compared our values with those obtained
according to a whole range of cPRP protocols.
This comparative analysis should clarify the relations
between fibrin matrix and platelet cytokines released
during centrifugation and the main biologic architecture
of PRF.
MATERIAL AND METHODS
Blood collection was carried out on 15 healthy volun-
teers, nonsmoker males from 20 to 28 years of age. In
accordance with French law no. 88-1138 of December
20, 1988, dealing with the protection of people partici-
pating in biomedical research, and the World Medical
Association Helsinki Declaration, volunteers received
clear and honest information about the nature and the
objectives of our study before testing.
Blood samples were treated according to the PRF pro-
tocol with a PC-02 table centrifuge and collection kits
provided by Process (Nice, France).19 They were thus
taken without anticoagulant in 10-mL glass-coated
plastic tubes immediately centrifuged at 3000 rpm
(approximately 400g) for 10 minutes. After PRF pro-
cessing, 2 distinct samples were collected (Fig. 4):
— The supernatant represented acellular plasma or
PPP.
— The exudate resulting from PRF clot corresponded
to the solution trapped in the fibrin meshes. For
collection, it was necessary to leave our PRF clots
in a sterile metal cup for approximately 10 minutes
to let them slowly release the serum contained
therein.
The 2 sample types were stored in Eppendorf’s
2 mL collection tubes at !808C. The rates of PDGF-BB,
IGF-1, and TGFb-1 ere quantified in these samples by
ELISA (Quantikine; R&D Systems, Minneapolis, Minn).
Average values were deferred on histograms and ana-
lyzed statistically.
These values were then compared to those obtained
on total blood according to 2 protocols:
— The blood sample was taken in a dry tube and kept
still for 30 minutes, to leave it enough time to co-
agulate thoroughly. Then the tube underwent a
15-minute centrifugation at 1000g, making it pos-
sible to recover a representative serum for cytokine
rates from completely activated blood.
— The blood sample was taken with anticoagulant
(EDTA, citrate, or heparin) and immediately centri-
fuged for 15 minutes at 1000g. Plasma analysis then
gave the free circulating cytokine rates in nonacti-
vated blood.
The experimental results were correlated using a
Student unilateral test, with 5% significance threshold.
These tests were carried out in 2 different ways:
— between the PPP supernatants and the PRF clot
exudates;
Fig. 2. The PRF fibrin clot obtained according to the Process
protocol is divided into 3 parts: a red thrombus in contact with
the red blood corpuscle base, an acellular fibrin gel, and a net-
work of buffy columns corresponding to platelet accumulation.
Fig. 3. Glycanic chain distribution within PRF fibrin clot
(pH 1 alcian blue staining, 523).
OOOOE
Volume 101, Number 3 Dohan et al. E47
Trombo rojo: corpúsculos rojos y 
plaquetas embebidas en una matriz 
de fibrina densa. 
Coágulo de fibrina. 
 
Capa leucocitaria. racciones de PRF una vez separado d l 
tubo de extracción (Dohan Ehrenfest y cols., 
2006b) 
	 22 
6. Interés y justificación del estudio 
Los CP han demostrado tener un efecto beneficioso sobe la cicatrización en 
procedimientos clínicos que afectan a los tejidos blandos, como tendones o 
ligamentos. Su mecanismo de acción es, como se explicó anteriormente, la 
liberación de FC por parte de las plaquetas activadas. Estos GF están 
presentes en los gránulos α.  
Todos ellos son esenciales en los mecanismos que se ponen en marcha en 
la regeneración ósea. Sin embargo, los estudios preclínicos y clínicos muestran 
resultados contradictorios e incluso negativos de éstos sobre el hueso. Ello 
podría deberse al potencial efecto inhibitorio de las moléculas presentes en los 
gránulos densos. La 5-HT es el producto más rápidamente liberado por las 
plaquetas activadas en cualquiera de los posibles métodos de activación. 
In vitro se ha demostrado el efecto del ATP sobre la diferenciación y 
viabilidad de los osteoblastos. A bajas concentraciones influye positivamente 
sobre la mineralización, mientras que sucede lo contrario cuando son altas, 
inhibiendo los osteoblastos y estimulando los osteoclastos. 
Aunque el mecanismo de acción del Ca2+ aun no está totalmente dilucidado, 
se cree que la regulación a nivel celular local es independiente de sus  efectos 
sistémicos y produce apoptosis de los osteoclastos y diminución de su función.  
Este último mecanismo frenaría el remodelado óseo, especialmente 
importante cuando se utilizan injertos.  
Representación esquemática de la matriz y arquitectura celular del PRGF y del L-PRP. El contenido de leucocitos 
(azul) y la densidad de la matriz de fibrina (fibras amarillo-grisáceas) son los dos parámetros clave que definen 
cada tipo de CP. Los agregados plaquetarios (gris) siempre aparecen unidas a las fibras de fibrina.  La forma de 
polimerización de la fibrina influye en el comportamiento y disolución del material. (Dohan Ehrenfest y cols., 2008) 	
	 23 
 
Por otro lado, el método de obtención y activación de los CP podría 
modificar significativamente el patrón de liberación de los GF y ser de gran 
relevancia en el equilibrio que aquí se expone. (Badran y cols., 2017) De este modo 
se puede concluir que:   
1) Aunque existe consenso en la literatura acera de la liberación de FC, las 
concentraciones y el modo en que lo hacen a lo largo del tiempo no es tan 
claro. 
2) Son escasos los estudios que comparen de forma objetiva ambos 
métodos, la mayor parte de las investigaciones son financiadas por las 
empresas que desarrollan cada uno de ellos. 
3) En la búsqueda bibliográfica previa al presente trabajo no hemos 
encontrado artículos publicados en relación a la cinética de liberación de la 5-
HT de los CP. 
 
Representación esquemática de la matriz y arquitectura celular del PRGF y del L-PRP. El contenido 
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Objetivos 
El objetivo principal es determinar la cinética de liberación de VEGF y 5-HT 
en el PRGF y el L-PRF respectivamente. Los objetivos específicos son: 
• Estudiar si existen diferencias entre ambos grupos en el modo de 
liberación de VEGF. 
• Comparar los patrones de liberación de 5-HT entre ambos CP. 
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Hipótesis 
1. Hipótesis de trabajo 
No existen diferencias en la cinética de liberación de VEGF y de serotonina  
entre PRGF y  L-PRF. 
2. Hipótesis alternativa (H1) 
Existen diferencias en la cinética de liberación de VEGF y serotonina  entre 
PRGF y L-PRF. 
3. Hipótesis nula (H0) 
En este estudio coincide con la hipótesis de trabajo: “no existen diferencias 




Material y método 
1. Población y muestra 
Para la realización de este trabajo se reclutarán voluntarios sanos, alumnos 
del Título Propio Máster de Cirugía Bucal e Implantología de la Facultad de 
Odontología de la Universidad Complutense de Madrid. 
• Voluntarios sanos, sin restricción en función del sexo. 
• Edad comprendida entre 18 y 25 años. 
• Aceptación de los documentos de consentimiento informado 
(Anexos) 
 
Se excluyeron aquellos participantes con: 
• Patología sistémica o particularidades anatómicas que dificultasen o 
contraindicasen la técnica de venopunción. 
La muestra consistió en cuatro voluntarios consecutivos que cumplían los 
requisitos descritos. 
2. Diseño del estudio 
Se realizó un estudio piloto in vitro. Las muestras de PRGF y L-PRF se 
incubaron en un medio de cultivo que se cambió a diferentes tiempos para 
cuantificar la cinética de liberación. Los tiempos elegidos para observar esta 
liberación fueron a los 30 y 90 minutos, 24, 48 horas, 6 y 10 días. En cada 
cambio de medio se retiraban 5mL del medio de incubación del coágulo, se 
sustituía por medio nuevo y se incubaba de nuevo hasta el siguiente cambio. El 
medio recogido en cada cambio, donde se encontrarían las proteínas liberadas 
en el intervalo de tiempo correspondiente, se almacenó congelado. Una vez 
recopiladas las muestras de cada tiempo, se caracterizaron mediante ELISA 
	 27 
para detectar 5-HT y VEGF. De este modo, las concentraciones corresponden 
a la liberación en cada intervalo de tiempo y no al total. 
 
Secuencia de actuación 
Tiempo Procedimiento Lugar Recursos humanos 
Previo Búsqueda bibliográfica  LBG 
 Extracción de sangre Máster de Cirugía e 






Simultáneo Obtención PRGF / L-PRF Máster de Cirugía e 
Implantes. 





30’, 90’, 24h, 





Bioquímica y Biología 








Bioquímica y Biología 
Molecular. F. Medicina.  
LBG, LR 
 




 Redacción  LBG 
 
2.1. Variables 
• Tipo de concentrado plaquetario: PRGF o L-PRGF. Variable 
independiente cualitativa dicotómica. 
• Tiempo: variable independiente cuantitativa discreta. 
• VEGF: medido en pg/mL. Variable dependiente cuantitativa continua. 
• 5-HT: medido en ng/mL. Variable dependiente cuantitativa continua. 
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2.2. Extracción de sangre 
En primer lugar, se les explicó a los voluntarios en qué consistía el 
procedimiento y el estudio y se firmaron los consentimientos informados. 
Posteriormente, con el paciente sentado, se eligió el brazo de la extracción en 
función de la accesibilidad a las venas medianas basílica o cefálica a su paso 
por la fosa cubital. Se realizó con el sistema Vacuette® (Greiner Bio-One; 
GmbH, Kremsmunster, Austria) 
Se  colocó el compresor (también conocido como “smarch”) y se desinfectó 
la zona cuidadosamente y sin frotar con digluconato de clorhexidina 10mg/mL 
(Cristalmina®. Laboratorios Salvat. Esplugues de Llobregat. Barcelona. 
España) . La colocación de la aguja se realizó en sentido de la vena, con una 
inclinación aproximada de 30º. De cada voluntario se obtuvieron: 
• Dos tubos de 9mL cada uno, con citrato trisódico al 3.8% como 
anticoagulante para el protocolo de PRGF. Se caracterizan por el 
tapón de color azul. (Vacutainer®. BD. EEUU) 
• Dos tubos de 9mL sin citratar seco siliconado para evitar la adhesión 
de hematíes a las paredes y favorecer la coagulación la preparación 
de L-PRF. Se distinguen por el tapón rojo. (Vacutainer® BD. EEUU) 
Tras la extracción, los tubos se llevaron rápidamente a la centrífuga para la 
realización del protocolo de centrifugado y se instruyó a los pacientes para que 
realizasen compresión en la zona de extracción durante unos minutos. 
 
2.3. Procesado de la sangre. PRGF. (Anitua y 
cols., 2015b) 
La sangre extraída se centrifugó a 
1400rpm durante 8 minutos a temperatura 
ambiente (Centrífuga System V. BTI 
Biotechnology Institute S. L. Vitoria, España) 
Tal y como se desarrolló en la introducción, 
tras el proceso de centrifugación se observan 
Rotor de la centrífuga System V. La jeringa 
señala la posición cruzada y simétrica de los 
tubos necesario par su correcto funcionamiento. 
La jeringa de insulina de la imagen es la que se 
empleó para la dosificación del cloruro cálcico. 
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dos fracciones claramente diferenciadas, una fracción roja (constituida por 
eritrocitos principalmente) y una fracción amarilla (constituida por plasma y 
plaquetas). Para la obtención de PRGF se dividió la fracción amarilla en dos 
fracciones F1 y F2. La F2 se obtuvo de pipetear aproximadamente unos 2 mL 
por encima de una línea blanquecina junto a la fracción roja. La fracción 1 (F1), 
de volumen variable, se obtuvo pipeteando la fracción por encima de la F2. En 
primer lugar se pipetearon los 2mL de F2 en un tubo de fraccionamiento sin 
aditivos, con cuidado de respetar 0,5mL de margen de seguridad sobre la serie 
roja para evitar aspirar la capa leucocitaria. La F1 se descartó. La activación se 
realizó añadiendo cloruro cálcico (50 µL por cada 1000 µL de PRGF) (solución 
inyectable 10mg/mL. Braun. Alemania) 
  
2.3. Procesado de la sangre. L-PRF. (Choukroun y cols., 2006) 
La sangre se centrifugó a 3000 rpm (sobre 280g) durante 11 minutos 
(IntraSpinTM. Intra-Lock® Iberia S. L. Madrid. España) Después de la 
centrifugación en el tubo de extracción se observa una fracción amarilla ya 
coagulada y una fracción roja. Para su utilización, el coágulo amarillo de fibrina 
se separó de la fracción roja con un instrumento de corte. 
 
2.5. Cambios de medio 
Los tiempos para el cambio de medio fueron 
30 minutos, 90 minutos, 24 horas, 48 horas, 6 
días y 10 días. En cada punto se renovaron 5mL 
de medio  con medio Roswell Park Memorial 
Institute (RPMI) 1640 tamponado con ácido N-(2-
hidroxietil) piperazina-N’-etanosulfónico (HEPES) 
y pH 7,4. El medio extraído se etiquetó y congeló 
a -80ºC hasta el momento del análisis. Las 
muestras con medio renovado se incubaron a 
37ºC y 5% de CO2 entre cada cambio para 
permitir la liberación de factores de crecimiento. 
Batea con placas de Petri para incubar 
las muestras. 
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Con este método se pretendía cuantificar la liberación de VEGF y 5-HT para 
cada momento. 
 
Diagrama de la preparación de muestras. 
 
2.6. Análisis por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) 
La prueba de ELISA es una técnica para la detección de moléculas 
añadiendo anticuerpos específicos para el antígeno problema marcados con 
una enzima capaz de producir un cambio de color o generar algún producto 
detectable. El mecanismo puede ser directo o indirecto. 
Para la detección de VEGF se empleó un sistema directo (Human VEGF-A 
ELISA Kit. RayBiotech. Norcross. EEUU) que consta de 96 pocillos recubiertos 
con un anticuerpo específico para VEGF humano. El VEGF presente en la 
muestra se une al anticuerpo del pocillo. El excedente se lava y se añade un 
anticuerpo biotinilizado que se une al VEGF de la muestra que ya está fijo en el 
pocillo. Tras lavar de nuevo, se añade un marcador afín a la biotina. El 
excedente se lava de nuevo y por último se añade un sustrato que cambia de 
color por un proceso enzimático en proporción a la cantidad de marcador. 
Pasado un tiempo de incubación se para la reacción y el viraje de color se mide 
con un espectrofotómetro específico en términos de absorbancia. (Enzo, 2017) 
Para la medición de 5-HT se eligió un sistema indirecto (Serotonin ELISA 
Kit. Enzo. Farmingdale. EEUU.) Al igual que en el caso anterior los pocillos 
están recubiertos con un anticuerpo primario (“Y” gris en la imagen) A los 
pocillos se añade la muestra (cuya 5-HT se representa como esferas rojas), 
Muestras etiquetadas y congeladas. 
30 minutos (T1) 
Paciente 1 PRGF (dos tubos) + L-PRF (dos tubos) 
Paciente 2 PRGF (dos tubos) + L-PRGF (dos tubos) 
Paciente 3 PRGF (dos tubos) + L-PRGF (dos tubos) 
Paciente 4 PRGF (dos tubos) + L-PRGF (dos tubos) 
Mismo esquema para los tiempos T2-T4  
	 31 
una solución de 5-HT conjugada con fosfatasa alcalina (esferas 
azules) y una solución de anticuerpo secundario para 
serotonina (“Y” amarilla). (Enzo, 2017) 
Durante la incubación, el anticuerpo secundario se une de 
manera competitiva a 5-HT conjugada y a la de la muestra. A 
su vez el anticuerpo secundario se une al anticuerpo del pocillo. 
De este modo, la serotonina conjugada “ocupa los huecos” que 
deja la 5-HT de la muestra. La placa se lava y se añade un 
sustrato que cambia de color cuando es catalizada por la 
fosfatasa alcalina. Al frenar la reacción enzimática, lo que se 
obtiene ahora es una relación inversa, pues el cambio de color 
es en realidad proporcional a la cantidad de fosfatasa que se 
unió a los anticuerpos del pocillo que quedaron libres tras lavar 
la muestra. 
Los resultados de absorbancia obtenidos de la lectura con el 
espectofotómetro pueden interpretarse comparando los valores 
de la muestra con los de una curva estándar, obtenida a partir de 
diluciones de valor conocido a partir de un concentrado que incluye el kit. De 
esta curva se toman varios puntos que permiten calcular una regresión lineal 
con su fórmula correspondiente y, a partir de esta fórmula se pueden traducir 
los valores de la absorbancia a concentraciones. En este caso el procedimiento 
se realizó con el programa Microsoft® Excel® 2011 para Mac v.14.5.8. 
Los rangos de detección de los kits empleados fueron y la sensibilidad 0,49-
500ng/mL y 0,293ng/mL respectivamente en el kit para 5-HT y de 10-




The Serotonin ELISA kit is a complete kit for the 
quantitative determination of serotonin in platelets, serum, 
plasma and urine.  Please read the entire kit insert before 
performing this assay.   
Serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT) is a monoamine 
found in the central nervous system, gastrointestinal tract, 
and blood with broad physiological functions as a neuro-
transmitter, in gastric motility, hemostasis, and cardiovas-
cular integrity.1 Defects in serotonin signaling have been 
linked to a large number of complex behavioral disorders 
in humans, including anxiety and depression, autism, and 
eating disorders2, and to neurodegenerative disorders 
such as Parkinson’s3.  Platelets serve as the major reser-
voir of serotonin in the bloodstream.  When activated, 
platelets release serotonin into the bloodstream where it 
acts as a powerful vasoconstrictor4.  Treatment with Selec-
tive Serotonin Uptake Inhibitors (SSRIs) dramatically re-
duces platelet serotonin concentrations5, and altered lev-
els of serotonin in the circulatory system are implicated in 
such diverse conditions such as asthma6, liver cirrhosis7 
and carcinoid tumors8. 
 
Principle 
1. Standards and samples are added to wells coated 
with a GxR IgG antibody. A solution of serotonin con-
jugated to alkaline phosphatase is then added, fol-
lowed by a solution of rabbit polyclonal antibody to 
serotonin.   
2. During a simultaneous incubation at room tempera-
ture the antibody binds, in a competitive manner, the 
serotonin in the sample or conjugate. The plate is 
washed, leaving only bound serotonin. 
3. pNpp substrate solution is added. The substrate gen-
erates a yellow color when catalyzed by the alkaline 
phosphatase on the serotonin conjugate.  
4. Stop solution is added. The yellow color is read at 
405nm. The amount of signal is indirectly proportional 
to the amount of serotonin in the sample. 
(Enzo, 2017) 
Muestras empleadas en la prueba previa. Pocillos empleados en la prueba previa. 
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En el presente trabajo fue necesario realizar una prueba con algunas 
muestras (dos valores supuestamente extremos) previa a los ELISAs para 
determinar si los valores de la muestra se encontraban dentro del rango de 
detección y se ajustaban a la curva estándar. Así se determinó a necesidad de 
diluir a la mitad la muestras donde se presuponía mayor concentración de 5-
HT. 
Para VEGF se realizó duplicado técnico de las muestras, es decir, de cada 
alícuota se preparaban dos pocillos. En la prueba de 5-HT el duplicado se 
realizó con alícuotas de cada uno de los tubos, pues, recordemos, se 
extrajeron y prepararon dos tubos de cada concentrado plaquetario por 
paciente. 
3. Análisis de datos 
En este estudio no se realizó un cálculo del tamaño muestral por la escasez 
en la literatura de trabajos previos, por lo que el diseño corresponde a un 
estudio piloto que servirá como base, también en este aspecto, para futuras 
investigaciones. El análisis de datos se realizó con el programa SPSS v. 25 
para Mac (IBM Corp., Armonk, NY, USA) 
3.1. Serotonina 




Las pruebas de normalidad funcionan contrastando los resultados de la 
muestra con una distribución normal teórica, de modo que la hipótesis nula (H0) 
es que “no existen diferencias entre la distribución normal y la distribución que 
se está estudiando.” La H0, al igual que en cualquier contraste de hipótesis, se 
acepta cuando el resultado no es estadísticamente significativo. Por otro lado, 
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el test de Kolmogrov-Smirnov indica una distribución normal cuando el 
resultado se aproxima a 0 y el de Shapiro-Wilk cuando lo hace a 1. (Calatayud y 
Martín, 2003) La segunda prueba está más indicada en muestras pequeñas. De 
este modo, asumiendo un índice de confianza del 95%, tenemos que en el 
estudio: 
 Kolmogrov-Smirnov Shapiro-Wilk 
 Estadístico Significación Estadístico Significación 
PRGF ≈ 0 Sí ≈ 1 Sí 
Normalidad No No 
LPRF ≈ 0 No ≈ 1 No 
Normalidad Sí Sí 
 
Como una de las variables no se ajusta a la normalidad, se optó por aplicar 
el test de Kruskal-Wallis, que es la variante no paramétrica del test de ANOVA 
y se caracteriza porque permite conocer si existen diferencias estadísticamente 
significativas entre más de dos muestras, pero requiere de pruebas posteriores 
para saber específicamente entre qué grupos se encuentran dichas diferencias. 
Los test utilizados después fueron la U de Mann-Whitney, indicado en el 
estudio de dos muestras no paramétricas independientes, para comparar por 
pares cada punto de tiempo. Por ejemplo, PRGF T1 (30 minutos) comparado 
con L-PRF en T1; PRGF en T2 (90 minutos), con L-PRF en T2 y así 




A diferencia de en el caso de 5-HT, entre los resultados para la 
concentración de VEGF, cuyos valores se especifican en la tabla adjunta en el 
apartado de Resultados, se obtuvieron varios valores negativos. Este hecho 
indica que las concentraciones se encontrarían por debajo del rango de 
detección de la prueba. Por ello, el análisis estadístico se vio limitado 
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exclusivamente a aquellos que fueron positivos, siguiendo el mismo 
procedimiento que en el análisis de 5-HT.  
 
Se aplicó el test de bondad de ajuste a la normalidad a los valores 
correspondientes a T6, el único punto donde se podrían establecer 
comparaciones. Como la muestra es pequeña, se empleó la prueba Shapiro-
Wilk con un nivel de confianza del 95%. Al resultar no estadísticamente 
significativa, se pudo asumir su distribución normal, y por ello se aplicó el test 





Serotonina (ng/mL) 30 minutos 90 minutos 24 horas 48 horas 6 días 10 días 
LPRF 212,63±8,78 126,95±9,72 137,43±21,55 178,55±4,81 109,20±13,53 116,40±19,71 
PRGF 189,98±4,59 138,35±15,08 145,97±16,95 156,02±8,35 104,68±5,23 203,43±40,87 
 
Tabla de datos obtenidos a partir de la conversión de las absorbancias a 
concentraciones según se explica en el apartado “2.6. Análisis por 
inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA)” de Material y método. Como ya se 
ha mencionado, para momento y CP se emplearon varias alícuotas. 
 
 
Diagrama de caja y bigotes descriptivo de la concentración de 5-HT en el 
medio para cada momento (no acumulado), agrupado por CP. 
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Si se asume un nivel de confianza del 95%, el resultado del test de Kruskal-
Wallis se cumple que el valor de p≤ 0,05 y por tanto existen diferencias 
estadísticamente significativas entre al menos uno de los grupos que se están 
comparando. 
 
Serotonina. Test U de Mann-Whitney 30 minutos 90 minutos 24 horas 48 horas 6 días 10 días 
U  de  Mann-Whitney 2,000 6,000 8,000  6,000  26,000 20,000  
Asymp. Sig. (2-tailed) ,083 ,564 1,000 ,061 ,529 ,208 
 
Sin embargo, al realizar el test, ninguno de los valores de p≤0,05, aunque 
cabe destacar que el valor para 48h es muy próximo. En cualquier caso, no se 
puede rechazar la H0: ”no existirán diferencias en la cinética de liberación de 
entre PRGF y L-PRF en el modo liberación de 5-HT.” 
2. VEGF 
VEGF (pg/mL) 30 minutos 90 minutos 24 horas 48 horas 6 días 10 días 
LPRF 1,27±16,95 -37,1±8,37 24,42±20,63 -0,37±14,25 -6,97±21,51 108,39±47,50 
PRGF -24,33±13,20 -21,09±18,24 -32,08±7,51 -25,41±15,61 -48,95±11,26 31,88±27,20 
Tabla de datos relativos a las concentraciones. 
Al igual que en las pruebas de bondad de ajuste a las normalidad, la de 
Levene para igualdad de varianzas asume la igualdad de varianzas cuando los 
resultados no son estadísticamente significativos, de nuevo con un nivel de 
confianza del 95%. De este modo no se puede rechazar la H0 (es decir, se 
acepta) “no existen diferencias entre las varianzas,” tal y como sucede aquí. 
El test a dos colas resultó no significativo, por lo que no se puede asumir 
que existan diferencias estadísticas entre las concentraciones de VEGF de 




El éxito de la formación ósea y de la cicatrización de las fracturas se asocia 
a la osteogénesis, pero también a la angiogénesis. (Aryal y cols., 2014) Los vasos 
sanguíneos constituyen la matriz o plantilla estructural alrededor de la que tiene 
lugar el desarrollo óseo. (Grosso y cols., 2017) Este tejido está muy vascularizado y 
depende de la íntima relación entre dichos vasos y las células óseas para 
mantener su integridad. (Aryal y cols., 2014) Su salud depende del control vascular, 
que es clave en la homeostasis ósea. (Grosso y cols., 2014)  
Por lo tanto, la angiogénesis es crucial en el desarrollo y reparación ósea y, 
por extensión, también lo es el factor de crecimiento que actúa como su más 
potente estímulo. Observado desde este prisma, el VEGF es parte del sistema 
que restaura el aporte de oxígeno a los tejidos cuando la circulación sanguínea 
es inadecuada. (Bissel y cols., 2015) En un enfoque más práctico, una de las 
principales dificultades en la regeneración ósea con sustitutos óseos es la 
dificultad de mantener la viabilidad de las células en el seno del injerto, que 
depende de forma crítica de la pronta invasión vascular desde el lecho 
receptor. Una perfusión sanguínea pobre resulta en la muerte celular por falta 
de oxígeno, nutrientes y acumulación de detritos. (Grosso y cols., 2017) 
La familia del VEGF incluye al menos 6 miembros, clasificados desde 
VEGF-A a VEGF-E. Normalmente cuando no se especifica, el término “VEGF” 
se refiere a “VEGF-A”, que es el primero que se describió. Existen numerosas 
isoformas de VEGF-A. La expresión de VEGF se da en muchos tipos celulares 
de los propios vasos sanguíneos y circundantes a los mismos y, aunque la 
diana principal sean las células endoteliales, generalmente éstas no secretan 
VEGF en abundancia. Las células osteogénicas, incluyendo osteoprogenitoras,  
preosteoblastos y osteoblastos maduros sí son fuente considerable de VEGF. 
(Grosso y cols., 2017) 
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La señalización del VEGF se produce por la unión a los dominios 
extracelulares de dos receptores tirosina quinasa, VEGFR1 y VEGFR2, ambos 
reguladores positivos del desarrollo esquelético. Además de los efectos 
indirectos en la formación ósea por la estimulación de las células vasculares, el 
VEGF también puede influir directamente sobre la diferenciación y función de 
los osteoblastos que, como ya se ha mencionado, expresan receptores para 
este FC a pesar de no ser células endoteliales. (Hu y Olsen, 2017) Las células 
madre mesenquimales, las osteoprogenitoras y osteoclastos, también expresan 
receptores para VEGF y la presencia de esta molécula se traduce en un mayor 
reclutamiento, diferenciación y actividad de dichas células. A parte del 
mecanismo autocrino, VEGF también actúa de forma intracrina: la presencia de 
VEGF intracelular podría controlar la regulación transcripcional y la 
supervivencia celular de los osteoblastos, aunque el mecanismo exacto no se 
comprende totalmente. (Grosso y cols., 2017) 
El conocimiento de cada una de las funciones del VEGF en las etapas de la 
cicatrización ósea se debe, en gran medida, a su estudio en ratones en los que 
se han suprimido los genes que codifican para la liberación de VEGF en sus 
diferentes isoformas o la expresión de los distintos receptores en las células. 
(Hu y Olsen, 2017) En los procesos de desarrollo y regeneración del hueso el VEGF 
cumple una doble función. Por un lado actúa sobre las células endoteliales, 
promoviendo su migración y proliferación y, por otro, estimula la osteogénesis 
por la regulación de otros FC osteogénicos. (Grosso y cols., 2017)  
Cuando se produce un traumatismo en el hueso, bien accidental o bien 
como efecto de un acto quirúrgico, se producen en respuesta una serie de 
procesos que tienen como objeto la restitución del tejido dañado. Estas fases, 
que en la realidad suceden de manera continua y solapada, pueden dividirse 
con objeto de facilitar su comprensión en: inflamación no infecciosa, formación 
del callo blando, reposición por cartílago (reemplazo por callo óseo) y 
remodelación ósea. (Hu y Olsen, 2017) La fase posterior a la inflamación constituye, 
en realidad, una etapa de cicatrización fibrovascular que se caracteriza por la 
formación de vasos sanguíneos y el reclutamiento células madre y progenitoras 
mesenquimales hacia el callo provisional, que posteriormente se diferenciarán 
en osteoblastos y condrocitos. Esas células son las responsables de la 
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formación ósea tanto por la vía endocondral como por la intramembranosa. 
Ambas vías pueden converger en mecanismos duales. (Hankenson y cols., 2015) En el 
caso del desarrollo de los huesos craneofaciales, el  mecanismo de osificación 
es intramembranoso. (Grosso y cols., 2017) 
El precursor de la primera fase inflamatoria, común a ambos procesos, es la 
activación de los mecanismos de hemostasia del organismo de forma 
inmediata tras la lesión y la formación un coágulo. Como consecuencia de la 
ruptura de vasos sanguíneos se establece un hematoma en el hueso, donde se 
produce un reclutamiento de neutrófilos. Posteriormente confluyen macrófagos, 
cuya función es eliminar los neutrófilos muertos, promover respuestas 
Diferenciación 
células madre mesenquimales 
understanding of the cellular and molecular regulation of bone healing.
However, over the past 10 years, our understanding of bone healing
has greatly expanded due to an increased use of genetically modiﬁed
mousemodels and novel analysis techniques.With this newknowledge
base, there is great opportunity for the development of a new
generation of signalingmolecules that can be used clinically to increase
bone healing.
When considering the therapeutic targeting of bone regeneration, it
is imperative to consider the different phases of healing (Fig. 1). Bone
healing is a highly complex, temporally coordinated process (reviewed
in Hankenson) [1]. When bone is injured, vascular disruption results in
clot formation to provide hemostasis. Clotting is followed by a non-
infectious inﬂa matory response in closed fractures. This inﬂammatory
period is then followed by a ﬁbrovascular phase of healing where
blood vessels and mesenchymal stem/progenitor cells (MSCs) are re-
cruited to the provisional callus. Many of these same recruited progen-
itors then devel p into bone forming osteoblast and chondrocytes,
which will eventually lead to bone formation via endochondral and
intramembranous ossiﬁcation. Finally, the bone that has formed
through the dual-mechanisms of endochondral and intramembranous
ossiﬁcation is remodeled through the process of osteoclast recruitment
and formation of newmature intramembranous bone. This end stage of
remodeling can be lengthy, and ultimately leads to restoration of prior
structure and function, termed regeneration. A primary factor guiding
this regeneration process is the mechanical load on the bone. It is feasi-
ble that targeting any of these temporal stages could lead to enhanced
healing.
This review will consider both novel potential pathways for thera-
peutic targeting that have recently emerged and consider extracellular
signaling factors that are currently being pursued for clinical application
through translational and pre-clinical animal studies. Potential factors
will be considered sequentially based on the temporal phase of fracture
repair and bone regeneration (Fig. 1). Table 1 provides a reference guide
to translational studies that target various extracellular signaling
factors.
2. Extrac llular signaling molecules during the nﬂammatory phase
Inﬂammation is the initial stage in fracture repair (Fig. 1). During this
phase of healing, inﬂammatory cells are either depositedwithin the clot
Fig. 1. Phases of fracture healing and positive and negative acting signaling factors during each phase. Arrows, green (positive acting) and red (negative acting), indicate signaling factors
that are known to inﬂuence fracture healing or that could have a potential role on bone healing.
4 K.D. Hankenson et al. / Advanced Drug Delivery Reviews 94 (2015) 3–12
Mecanismos de señalización intercelulares durante el proceso de cicatrización ósea. 










angiogénicas e iniciar la cascada de reparación. Con la formación de vasos 
sanguíneos se produce la migración de células osteocondroprogenitoras, 
capaces de diferenciarse en osteoblastos o condrocitos dependiendo de la 
estabilidad de los fragmentos óseos (puede tratarse de una fractura, pero 
también de un injerto) y de la disponibilidad de vasos sanguíneos. Finalmente 
el hueso inmaduro se remodela a hueso maduro. (Hu y Olsen, 2017)  
Las funciones del VEGF en cada una de las fases de este proceso de 
cicatrización se explican a continuación. 
• Fase inflamatoria: la expresión de VEGF por parte de las células 
óseas que rodean la lesión, así como las inflamatorias, está inducida 
en gran medida por la hipoxia que tiene lugar en el hematoma inicial. 
Como consecuencia de dicha expresión se produce la quimiotaxis de 
neutrófilos y se favorece la permeabilidad de las células endoteliales. 
Además, la formación de nuevos vasos permite la llegada de las 
células inflamatorias y osteoprogenitoras implicadas en el proceso. 
• Reposición por cartílago (osificación endocondral): este tipo de 
reparación se remonta a los estadios del desarrollo homónimos, que 
son 1) formación de cartílago, 2) invasión vascular y de osteoclastos, 
3) reabsorción del cartílago y 4) sustitución por hueso. Este proceso 
sucede durante la formación del callo óseo y es consecuencia de la 
reacción del periostio al daño. El VEGF promueve la invasión 
vascular y la llegada de condrocitos al cartílago hipertrófico. Además, 
estimula la diferenciación de las células progenitoras a osteoblastos. 
(Hu y Olsen, 2017; Grosso y cols., 2017) 
• Osificación intramembranosa: a diferencia del caso anterior, las 
células progenitoras mesenquimales procedentes del endostio y la 
médula ósea se diferencian directamente en osteoblastos, sin existir 
un cartílago intermedio. Estas células producen el callo en el espacio 
intramedular. VEGF es también fundamental en esta modalidad de la 
osificación, pues las células llegan a través de los vasos sanguíneos 
neoformados al lugar de la lesión y también los nutrientes, oxígeno y 
minerales necesarios para la consolidación del hueso. Además, las 
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células de los vasos sanguíneos, incluyendo células musculares 
lisas, endoteliales y pericitos, liberan factores osteogénicos como el 
factor de necrosis tumoral β (TGF-β) y proteínas morfogénicas óseas 
2 y 4 (BMP-2 y BMP-4), que estimulan la diferenciación de 
osteoblastos y la mineralización ósea. Las BMPs son una de las 
principales clases de moléculas reguladas por VEGF tanto en 
osteoblastos como en células endoteliales. Los osteoblastos en su 
proceso de maduración también generan, a su vez, factores 
angiogénicos, como PDGF-BB, entre los que también se incluye 
VEGF, que induce la angiogénesis mediante un mecanismo de 
retroalimentación positiva. No obstante, el VEGF también puede 
actuar como inhibidor de la diferenciación celular y competir con 
PDGF-BB en su unión a los receptores específicos de este último e 
impedir de esta forma la función de los pericitos, con la consiguiente 
formación de vasos sanguíneos inmaduros y la interrupción de la 
angiogénesis y osteogénesis. Además, pude producir resorción ósea 
por la llegada de un exceso de osteoclastos. (Grosso y cols., 2017) 
Entendiendo la relevancia de la angiogénesis per se en el proceso de 
regeneración ósea, que se complementa con el mecanismo de actuación 
directo de VEGF sobre los distintos tipos celulares y la función moduladora que 
este FC tiene sobre otros FC, se comprende cuán imprescindible es VEGF en 
la osteogénesis. Por este motivo fue el FC seleccionado para el estudio de su 
cinética de liberación en PRGF y L-PRF. 
Son numerosas las publicaciones que analizan este aspecto, aunque existe 
gran variabilidad en la literatura en el reportaje de los resultados. Muchos 
autores miden la liberación en un momento único, mientras que otros 
establecen varios puntos temporales, aunque la selección de dichos momentos 
es también heterogénea. Los datos pueden a su vez expresarse en términos 
de liberación acumulada, si para cada punto se suma a la liberación total 
previa, o bien simplemente como la concentración registrada en cada cambio 
de medio. En algunos estudios los resultados se expresan parcial o totalmente 
mediante gráficas, por lo que la interpretación en términos numéricos en las 
tablas que se adjuntan en este apartado es aproximada en dichos casos. 






























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Por las características estructurales propias de la matriz de fibrina que ya se 
adelantaron en el apartado de introducción, la liberación de FC será 
presumiblemente distinta entre los diferentes concentrados plaquetarios, lo que 
está en consonancia con los resultados de Dohan Ehrenfest y cols. (2012), en 
cuya comparativa incluyen PRGF y L-PRF. Anitua y cols., (2013b), Schär y cols. 
(2015), Kobayashi y cols. (2016), El Bagdadi y cols. (2017) y Dohan Ehrenfest y cols., 
(2018) también encuentran diferencias en la cinética entre uno de los dos CP y 
otros protocolos. En términos bioquímicos, se explica porque la matriz de 
fibrina contiene dominios de unión de heparán sulfato que pueden secuestrar y 
después liberar FCs, incluyendo  PDGF, FGF, HGF y VEGF, además de existir 
lugares favorables para la adhesión celular que podrían condicionar su 
supervivencia. (Anitua y cols., 2015c) 
De los estudios analizados, puede extraerse la liberación de FC de forma 
aislada por cada intervalo de tiempo en los trabajos de Dohan Ehrenfest y cols. 
(2012) y Gamal y cols. (2018) En el primero se observó que las cantidades de 
VEGF liberadas por L-PRF después de 6 días fueron más de 6 veces 
superiores al contenido inicial, lo que los autores atribuyen a la posibilidad de 
que los leucocitos continúen sintetizando FCs durante todo el período. 
Passaretti y cols. (2014) también observaron mayor liberación de VEGF y 
factores proangiogénicos en PRF frente a PRP, y explicaron las diferencias por 
la presencia de leucocitos. La presencia de estos FCs se correlacionó, además, 
con un mayor crecimiento endotelial. Esto contrasta con los resultados de 
Anitua y cols. (2013b) cuando comparan PRGF con L-PRP, protocolo que difiere 
de L-PRF en el uso de anticoagulante. En las conclusiones defienden que la 
inclusión de leucocitos no promueve la liberación de FC, pero sí de IL-1. Para 
Dohan Ehrenfest y cols. (2006) este componente inmune podría ser beneficioso 
como potencial estímulo de reacciones de defensa. Cabaro y cols. (2018) 
también señalan que los distintos procedimientos y el contenido de leucocitos 
afecta a la liberación de citoquinas, quimiotinas y FCs, y conocerlo permite al 
profesional elegir la mejor opción en función de las necesidades clínicas 
particulares. Dohan Ehrenfest y cols. (2012), destacan también que tras 20 
minutos, la liberación de FC de L-PRF fue superior a la de PRGF de manera 
estadísticamente significativa y la diferencia se mantuvo a lo lago de los 7 días 
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del experimento. Además, al 5º día las membranas de PRGF se habían 
disuelto completamente. Si bien este hecho no se observó en nuestras 
muestras, los autores lo explican por la arquitectura de la matriz de fibrina. La 
liberación de VEGF por parte de L-PRF fue mayor en las primeras 24 horas y 
se mantuvo de manera lenta y continua durante todo el experimento. Por el 
contrario, las membranas de PRGF liberaron FCs, entre ellos el VEGF, 
principalmente en las primeras 4h, aunque también se mantuvo cierta actividad 
hasta la dilución completa de las membranas, pero de magnitud inferior a la de 
L-PRF. 
En cuanto a las proteínas medidas en PRGF, en la publicación refieren gran 
amplitud de las desviaciones estándar y lo asocian a la variabilidad que el 
operador puede introducir en un protocolo que incluye varios procedimientos 
manuales y es susceptible de subjetividad en los pipeteados. 
Gamal y cols. (2018) evalúan la presencia de FCs en fluido crevicular tras 
combinar PRGF y L-PRF con xenoinjertos en el tratamiento quirúrgico de 
defectos periodontales intraóseos. La concentración de PRGF que documentan 
a las 24 horas es 14435±159,9 pg/mL, que destaca por ser la segunda mayor 
concentración de VEGF liberado por PRGF registrada en nuestra tabla. Sin 
embargo, debe tenerse en cuenta la amplia desviación estándar que 
representa el dato. Para este grupo, la liberación de VEGF en ambos CPs fue 
significativamente mayor durante el postoperatorio inmediato, considerando 
como tal la primera semana, que en los días restantes. No se observaron 
diferencias entre ambos CPs. En las conclusiones subrrayan además, la 
ausencia de correlación con efectos clínicos en ambos grupos y no se 
observan concentraciones suprafisiológicas de FCs mantenidas en el defecto 
óseo. Postulan que el fenómeno puede deberse a las características 
particulares de un campo contaminado y continuamente colonizado por 
bacterias. 
El estudio que mayor concentración de VEGF detecta para PRGF es el de 
Masuki y cols. (2016), con un valor de 40 ng/mL. En lo relativo a los valores de 
liberación mínima, el mismo estudio refiere 0, aunque debe leerse con cautela, 
pues es un resultado a un solo tiempo que, además, no especifican. Tal vez el 
tiempo del experimento fuese insuficiente para permitir la liberación. 
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En L-PRGF la mayor concentración mencionada fue 6602±704 pg/mL como 
producto total acumulado tras 7 días de incubación del coágulo. (Dohan Ehrenfest y 
cols., 2018) En un período 10 días, los valores oscilan entre 80 y 240 pg/mL y 40 a 
48 pg/mL para alguno de los intervalos. (Kobayashi y cols., 2016; Fujioka-Kobayashi y cols., 
2017 respectivamente) 
En los datos obtenidos en el presente trabajo sólo se lograron resultados 
detectables para L-PRF a los 30 minutos 24 horas y 10 días (1,27±16,95; 24,42 
±20,63 y 108,39 ±47,50 pg/mL), a pesar de haber utilizado un kit con un rango 
de detección suficientemente amplio que se seleccionó en base a la literatura. 
La tendencia creciente de estas cifras es contraria a la observada por Gamal y 
cols. (2018) a las 24 horas, 3 días y 7 días (1243,5±24,8; 866,8±8,7; 772±14,8; 
306,5±3,1). La liberación para Dohan y cols. (2012) fue más lineal, con valores de 
881±83; 857±65; 865±73; 821±169; 1235±254; 888±199; 815±153 pg a los 20 
minutos, 1, 4 y 24 horas, 3, 5 y 7 días. 
En cuanto a PRGF, se determinaron 31,88±27,20 pg/mL a los 10 días, 
comparable con los 75±30 pg que Dohan y cols. (2012) obtuvieron a los 7 días. 
Gamal y cols. (2018) recuperaron 807,6±73,3 y 403,8±18,8 pg/mL a los 10 y 14 
días. 
Entre las limitaciones del presente estudio en la detección de VEGF se 
encuentran el reducido tamaño muestral. También es susceptible la 
introducción de errores en el procesado de las muestras, especialmente 
sensible en la preparación de PRGF, pues, como ya se ha puntualizado, el 
proceso depende en gran medida del operador y de factores ambientales como 
la temperatura de la sala. Otro aspecto importante es la preservación de las 
muestras y la curva de aprendizaje de la propia prueba de ELISA. Pudiera 
existir también un sesgo de publicación en relación a los resultados no 
detectables, es decir, una tendencia de los editores y las revistas a rechazar 
aquellas investigaciones cuyos resultados son negativos o no demuestran 
diferencias significativas.  
De cara a futuras investigaciones, resulta de gran interés, conocer la 
correlación entre los FCs liberados y la migración celular, estímulo de células 
madre mesenquimales o fibroblastos in vitro. Son necesarios, además, nuevos 
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estudios que analicen los cambios potenciales en los parámetros clínicos in 
vivo. La tendencia actual es a la creación de nuevos protocolos que mejoren la 
sencillez, eficiencia y la combinación con otras técnicas de regeneración ósea 
como los injertos. 	
2. Serotonina 
Aunque para la mayoría de autores el efecto beneficioso de los CPs en la 
cicatrización de los tejidos blandos es indiscutible, no lo es tanto en el caso del 
tejido óseo, donde los efectos documentados pueden llegar a ser nulos e, 
incluso, deletéreos para la regeneración ósea. Este fenómeno es 
aparentemente paradójico a la luz de los conocimientos actuales sobre los FCs 
y su comportamiento inductor sobre las células osteoprogenitoras y 
osteoblastos. La explicación puede encontrarse en la liberación de otros 
factores en el proceso de activación y desgranulación plaquetaria. Son pocos 
los estudios focalizados en el contenido de gránulos densos  y su efecto en los 
tejidos. (Badran y cols., 2017) 
Entre los compuestos contenidos en los gránulos densos se encuentra la 
serotonina, cuyo efecto local sobre el tejido óseo se expuso ampliamente en la 
introducción. Es por ello por lo que su estudio cobra magno interés. Los 
resultados presentados en este estudio piloto son pioneros, pues no se han 
encontrado publicaciones previas al respecto. 
No se han obtenido diferencias estadísticamente significativas entre ambos 
grupos en relación a la 5-HT liberada, aunque el valor de la concentración a 
encontrado a las 48 horas es muy próximo a esta condición. El pico máximo 
para L-PRF corresponde a los 30 minutos, y el mínimo a los 6 días, mientras 
que en PRGF el máximo fue a los 10 días y el mínimo a los 6 días. 
Los resultados no permiten trazar una gráfica clara de cinética de liberación. 
Lo esperado en base a bibliografía sobre FCs, era una liberación temprana de 
gran concentración en PRGF en contraposición a una liberación en menor 
cantidad pero más sostenida durante el periodo experimental para L-PRF. La 
justificación se halla en que la matriz de fibrina de PRGF es menos densa e 
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intrincada y tiende a disolverse antes. (Dohan Ehrenfest y cols., 2008; Dohan Ehrenfest y cols., 
2018; Anitua y cols., 2015d) La discrepancia entre esta hipótesis y la realidad puede 
deberse a la presencia de variables confusoras. Por ejemplo, desconocemos el 
papel que los leucocitos pueden desempeñar en este ámbito. Por su parte, las 
plaquetas no tienen capacidad de síntesis de 5-HT por si mismas pero sí 
cumplen una función de reguladoras a través de la expresión o no de 
receptores SERT en su membrana. (Berger y cols., 2009; Mercado y cols., 2010)  
Una elevación de la 5-HT en el plasma sanguíneo implica un aumento de la recaptación de 5-HT mediado por la 
sobreexpresión de SERT en la membrana.  Como consecuencia es la entrada de 5-HT en el citoplasma se activa una 
quinasa, que provoca la fosforilación de la vimentina y la formación de complejos vimentina-SERT. Por otro lado la 
transaminación de Rab4 resulta en complejos Rab4-SERT. Ambos complejos impiden el tráfico de SERT hacia la 
membrana porque no se puede unir a las vesículas transportadoras que participan en el proceso. Así, disminuye la 
expresión de SERT en la membrana. La entrada de 5-HT provoca también la exocitosis de los gránulos densos y α. 
(Mercado y cols., 2010) 
 
El hecho de no hallar diferencias estadísticamente significativas entre 
ambos grupos puede estar determinado por la escasez del tamaño muestral y 
la falta de homogeneidad de la muestra. Otra de las limitaciones de este 
estudio es la ausencia de un control de sangre periférica sin centrifugar.  
Son necesarios más estudios dirigidos a entender el mecanismo de 
liberación de 5-HT en los CPs y su interés, dada la multitud y gran diversidad 
de las funciones que esta proteína tiene en el organismo, tal vez se extienda a 





phosphorylation of SERT has been correlated with extracellular 
5HT levels (36, 39, 79), and the twenty-residue C terminal pep-
tide sequence of SERT is critical for the functional expression of 
the transporter (39, 80). Importantly, Whitworth and colleagues 
demonstrated that 5HT-mediated signals have a role in regulating 
the number of transporters at or near the synapse by changing the 
subcellular redistribut on of SERT in neurons and g i  (81). These 
and other studies confirm the regulatory and functional signifi-
cance of transporter trafficking, internalization, and recycling  
(22, 37–39, 71, 82). It should be noted that the posttranslational 
modification of SERT (e.g., glycosylation) also regulates transport-
er function (81), but given that glycosylation occurs in  
megakaryocytes (i.e., the progenitors of platelets), this aspect of 
SERT regulation may not be altered in platelets. 
5HT-Mediated RAB4–SERT Interaction
At high cytoplasmic concentration (12 µM), 5HT accelerates the 
exocytosis of α-granules by causing the serotonylation and co -
comitant constitutive activation of small GTPases, such as Rho and 
Rab4 (83–88). There are more than sixty members in the mamma-
lian Rab protein family, and individual Rab proteins are localized to 
the cytoplasmic leaflet of distinct compartments in both the endo-
cytotic and exocytotic pathways (89). These proteins are similar in 
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Figure 3. SERT-mediated 5HT uptake: reciprocal regulation of plasma 5HT levels and SERT activity in the platelet plasma membrane. Upon elevation 
of 5HT concentration (yellow squares) in the plasma (upper right arrow), the uptake rate of 5HT increases, as trafficking vesicles (green circles; see [A] and [B]) 
deliver SERT (blue geometries) to the platelet surface. The rise in cytoplasmic 5HT [B] promotes the transamination of Rab4 (not schematized), thereby activat-
ing Rab4 and promoting its association with SERT; the Rab4–SERT interaction prevents the trafficking of SERT to the plasma membrane [C]. The rise in cyto-
plasmic 5HT also promotes exocytosis of dense granules (purple circles) and α-granules (green ovals), the latter of which contain procoagulants (hexagons). 
The internalization of SERT is also promoted as 5HT activates PAK, which phosphorylates vimentin (see [C] and [D]), causing its association with SERT. The
indicated roles of Rab4 and vimentin culminate in the reduced surface expression of SERT, which delimits further intake of 5HT, restoring cytoplasmic levels to 
their initial values (see [D] and [A]). (See text for details.)
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el caso del VEGF, se vuelve imperiosa la necesidad de diseñar futuras 
investigaciones que determinen si estas diferencias, en el caso de que llegaran 
a observarse, se traducen en efectos biológicos en los procesos regenerativos 
óseos in vitro e in vivo. 
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Conclusiones 
• No se han encontrado diferencias estadísticamente significativas en 
la cinética de liberación de VEGF y la serotonina en el PRGF y el L-
PRF. 
• No se encontraron resultados detectables para la mayoría de tiempos 
en VEGF. 
• Se detectaron liberación de 5-HT en ambos CP pero no hubo 
diferencias los patrones de liberación de 5-HT entre ambos. 
• Son necesarias nuevas investigaciones en esta línea con un tamaño 
muestral más amplio y mejoras en el diseño que permitan confirmar o 
descartar la hipótesis de este estudio piloto. 
• Se abren nuevos campos de estudio en cuanto a las repercusiones  
de los CP in vitro e in vivo y su combinación con otras técnicas de 
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Anexos 
1. Consentimiento informado para venopunción 
Yo,             
mayor de edad y con DNI nº      
 
DECLARO 
Que he sido debidamente INFORMADO/A por el Facultativo/a y, en 
consecuencia, AUTORIZO para que me sea realizado el procedimiento 
diagnóstico/terapéutico denominado VENOPUNCIÓN. 
El procedimiento consiste en la recolección de sangre de una vena. Para 
ello el sitio se limpia previamente con un desinfectante (antiséptico) y se coloca 
una banda elástica alrededor de la parte superior del brazo con el fin de aplicar 
presión en la zona para que la vena se llene de sangre. Posteriormente, se 
introduce una aguja en la vena y se recoge la sangre en un frasco hermético o 
en un tubo adherido a la aguja. La banda elástica se retira del brazo, se saca la 
aguja y el sitio se cubre con un vendaje para detener el sangrado. La 
sensación dolorosa producirá una incomodidad leve, aunque de corta duración 
Me doy por enterado/a de los siguientes riesgos asociados a dicho 
procedimiento: 
Riesgos frecuentes: 
• Hematoma, por lo que será conveniente que después se realice 
presión sobre la zona puncionada. 
• Sangrado excesivo. 





• En algunos pacientes, por sus características individuales, resulta 
difícil extraer la muestra de sangre, por lo que tal vez sea preciso 
puncionarles repetidas veces hasta obtener la muestra de sangre. 
• En muy raras ocasiones puede darse lesión nerviosa, que se 




Declaraciones y firmas 
Paciente 
D./Dña.       con DNI     
declaro que el/la facultativo/a, LAURA BACA GONZÁLEZ me ha explicado de 
forma satisfactoria qué es, cómo se realiza y para qué sirve esta 
exploración/intervención.También me ha explicado los riesgos existentes y las 
posibles molestias o complicaciones. 
He comprendido perfectamente todo lo anterior, he podido aclarar las dudas 
planteadas, y doy mi consentimiento para que me realicen dicha 
exploración/intervención. He recibido copia del presente documento.Sé que 
puedo retirar este consentimiento cuando lo desee. 
En Madrid, a   de   de 20     
Facultativo 
Dr/Dra. LAURA BACA GONZÁLEZ. He informado a este/a paciente del 
propósito y naturaleza del procedimiento descrito y de sus riesgos. Asimismo, 
se le preguntó sobre posibles alergias, la existencia de otras enfermedades o 
cualquier otra circunstancia patológica personal que pudiera condicionar la 
realización de la exploración/intervención. Se incorpora este documento a la 
historia clínica del paciente. 
En Madrid, a   de   de 20     
 
 
   NEGATIVA DEL PACIENTE A LA REALIZACIÓN 
   REVOCACIÓN DE LA DECISIÓN POR EL PACIENTE 
En Madrid, a   de   de 20   
 
Firma de el/la paciente. 
Nº colegiado: 
Nº colegiado: Firma de el/la paciente. 
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   2. Consentimiento informado para participación en el estudio 
Título del estudio:  
“Concentrados plaquetarios y cinética de liberación de factor de crecimiento 
vascular endotelial (VEGF) y serotonina. Eficacia de Protocolos Quirúrgicos y 
Regenerativos en Implantología.” 
 
Investigador principal:  
Laura Baca González. 
 
Sede donde se realizará el estudio:  
Facultad de Odontología. Universidad Complutense de Madrid. 
 





A usted se le está invitando a participar voluntariamente en este estudio de 
investigación científica. Antes de decidir si participa o no, debe conocer y 
comprender todas las características del mismo. Este proceso se conoce como 
consentimiento informado. Siéntase con absoluta libertad para preguntar sobre 
cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus dudas al respecto.  
Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, 
entonces se le pedirá que firme esta forma de consentimiento, de la cual se le 
entregará una copia firmada y fechada. 
El estudio tiene como principal objetivo determinar la cinética de liberación 
de dos proteínas, VEGF y serotonina, entre dos concentrados plaquetarios 
	 56 
distintos en función de la técnica de preparación y características (Plasma rico 
en factores de crecimiento o PRGF, por sus siglas en inglés, y plasma rico en 
fibrina o L-PRF) 
Los concentrados plaquetarios son fracciones que se obtienen a partir de 
una muestra centrifugada de la propia sangre del paciente. Se caracterizan por 
tener un alto contenido en plaquetas y factores de crecimiento que favorecen la 
cicatrización. 
Para ello se extraerán cuatro tubos de sangre de 9mL cada uno y se 
someterán al tratamiento pertinente para la obtención de cada concentrado 
plaquetario para, posteriormente, centrifugarlos y preparar las muestras de 
PRGF y L-PRF. Dichas muestras se analizarán en laboratorio mediante 
pruebas de inmunoensayo para determinar la presencia de las proteínas 
anteriormente mencionadas. 
 
El calendario de citas consistirá en una única visita de media hora de 
duración aproximada para la extracción de sangre. 
 
Aclaraciones: 
- Su decisión de participar en el estudio es completamente voluntaria. En 
caso de no hacerlo se le ofrecerán las alternativas terapéuticas en 
función de su caso. 
- No habrá ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no 
aceptar la invitación. 
- Si decide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo 
desee, aun cuando el investigador responsable no se lo solicite, 
pudiendo informar o no, las razones de su decisión, la cual será 
respetada en su integridad.  
- La participación en este estudio no supondrá ningún incremento sobre el 
precio final de su tratamiento rehabilitador.  
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- No recibirá pago por su participación ni beneficio directo por el hecho de 
participar en el estudio, ya que los resultados tendrán un interés 
científico. No obstante, en el caso que los datos pudieran proporcionarle 
un potencial beneficio con respecto a la enfermedad, le serán 
comunicados siempre que, con anterioridad, no hubiera manifestado por 
escrito el deseo de no recibir este tipo de información. 
- Los riesgos son los inherentes a la extracción de sangre y se detallan 
por separado en el documento de consentimiento informado para este 
procedimiento. 
- La principal incomodidad serían las derivadas de un procedimiento d 
extracción de sangre convencional. 
- En el transcurso del estudio usted podrá solicitar información actualizada 
sobre el mismo al investigador responsable.  
- La información obtenida en este estudio, utilizada para la identificación 
de cada paciente, será mantenida con estricta confidencialidad por el 
grupo de investigadores.  
 
Propósito 
Los concentrados plaquetarios facilitan la cicatrización de los tejidos 
después de una cirugía. Existen varias formas de preparación de estos 
concentrados. El objetivo de este estudio es determinar la cinética de liberación 
de proteínas entre dos modalidades de concentrados plaquetarios. 
 
Selección de participantes 
Se está invitando a participar en este estudio a todos los voluntarios sanos 
que cumplen los criterios de inclusión. 
 
Procedimientos: 




Yo, __________________________, con DNI__________ he leído y 
comprendido la información anterior y mis preguntas han sido respondidas de 
manera satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en 
el estudio pueden ser publicados o difundidos con fines científicos. Convengo 
en participar en este estudio de investigación. Recibiré una copia firmada y 
fechada de esta forma de consentimiento. 







He explicado al Sr(a). ___________________________________ la 
naturaleza y los propósitos de la investigación; le he explicado acerca de los 
riesgos y beneficios que implica su participación. He contestado a las 
preguntas en la medida de lo posible y he preguntado si tiene alguna duda. 
Acepto que he leído y conozco la normativa correspondiente para realizar 
investigación con seres humanos y me apego a ella. Una vez concluida la 
sesión de preguntas y respuestas, se procedió a firmar el presente documento. 
Firma del investigador/colaborador     Fecha 
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